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Uber die Aldehydrase der Leber’). 
Ill. Mitteilung tiber Leberfermente. 


Von 
Ludwig Reichel und Herbert K¢hle. 
Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Technischen Hochschule Karlsruhe.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Juli 1935.) 








In der I. Mitteilung*) wurden fiir die Studien der Ferment- 
wirkung Trockenpriparate herangezogen, die durch wiederholte 
Fallung wiBriger Leberextrakte mit Aceton gewonnen waren. Die 
Methoden zur Reinigung der Rohpriparate wurden weiter ent- 
wickelt, und es gelang uns durch fraktionierte Fallung mit 60 
bis 80 07, igem Alkohol, mit Gemischen von Alkohol—Ather, Aceton— 
Ather aktive Trockenpriiparate darzustellen. Diese Priiparate sind 
iuBerst haltbar. Nach einem Jahr haben sie kaum an ihrer urspriing- 
lichen Aktivitét verloren. 


Darstellung der Aldehydrase. 


Produkt C%), S. 176. 
Produkt D. 2kg Pferde- oder Schweineleber werden 2 mal durch 
ae feinlécherige Fleischmaschine getrieben; der Brei wird mit dem 
—8fachen seines Volums eines Gemisches von Aceton —Ather - Petrol- 
ates (3:1:1) versetzt. Der Niederschlag wird nach '/,—1 stiindigem Stehen 
durch ein engmaschiges Leinwandtuch koliert und scharf abgepreBt. Der 
Riickstand wird mit 1200—1500 ccm destilliertem Wasser 2 Stunden auf 
der Maschine geschiittelt und dann zentrifugiert. Das Zentrifugat wird mit 
com 2—3fachen Volumen Aceton—Athergemisch (3:1) gefiallt und nach 
'’, Stunde zentrifugiert. Der ungeléste Riickstand wird wiederum mit 
600—700 cem destilliertem Wasser 1 Stunde geschiittelt und hierauf zentri- 
fugiert. Das Zentrifugat wird mit dem 2fachen Volumen Aceton-Ather- 
gemisch versetzt und nach '/, Stunde zentrifugiert. Das Zentrifugat 
wird vom Riickstand abgegossen und dieser in den Glisern 2 mal mit wenig 
Aceton aufgeriihrt und zentrifugiert. SchlieBlich wird der Riickstand im 
Vakuum iiber Chlorcalcium getrocknet. Gelbbraunes Pulver. Ausbeute 4—7 g. 
Produkt DI. Aufarbeitung der Leber wie unter Produkt D, nur nach 


jeweiligem Schiitteln mit destilliertem Wasser, Fillung mit einem Gemisch 


von Alkohol-Ather (2:1). Hellgraues Pulver. Ausbeute 5—6 g. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXVI. 11 
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Produkt DII. Wie unter DI, statt Alkohol-Ather nur Alkohol. Graues 
Pulver. Ausbeute 4 g. 


Wirkungswerte einiger D-Produkte. 


Je 0,2 g Ferment + 20 cem Phosphatpufferlésung py = 7,8 + 10 cem 
Propylaldehydlésung. 2 Stunden bei 37° in Luft. (Methodik II. Mitteilung), 





























Tabelle L 

oO. Propylaldehyd in mg 0/ 

Produkt " 0 
in com f Umsatz 

n/10-Jodlésg. angew. | get. umgew. 

9 4,8 107,0 | 139 | 98,1 87 
g, 4,5 1050 | 13,0 92,0 87,6 
Hy 6,5 1030 | 189 | 84,01 81,6 














Beeinflussung der Fermentwirkung 
durch verschiedene Faktoren. 


p,-Abhangigkeit. Aus den Kurven Fig. I ergibt sich, dag 
das p,,- Wirkungsoptimum fiir die Dismutation des Propylaldehyds 
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Aktivilats-py-Kurven der Aldehydrase 


figl 


etwa zwischen p, = 7,0 und p,, = 7,8 liegt. Kurve II entspricht 
einem aktiveren Praiparat. Hier zeigt sich, wie weit Begleitstoffe 
bei verschiedener H-Ionenkonzentration die Wirksamkeit be- 
einflussen. 


Versuchsansatz Kurve I und II: Je 0,2 g Ferment + 20 ccm Puffer- 
lésung + 10 cem Aldehydlésung. Reaktionsdauer: 120 Minuten bei 37°. 


Einflu8 der Substratkonzentration. 


Orientierende Versuche haben ergeben, daB die Propylaldehyd- 
mengen, die durch eine bestimmte Fermentmenge in gleichen 
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Zeiten abgewandelt werden, in hohem MaBe von der angewandten 
Aldehydmenge abhingig sind. 


Je 0,2 g Ferment + 10 ccm Aldehydlésung + 20 cem Phosphatpuffer- 
lésung Py = 7,8. Reaktionsdauer: 120 Minuten bei 37°. 


Tabelle II. 











Normalitit | Gebundenes , 
a Bisulft Propylaldehyd in mg 0). 
in ecm l l 
Substrates | n/10-Jodlisg.| angew. | gef. umgew. Umeatz 
0,0145 0,9 22 | 26 | 226 90,0 
0,0201 2,1 35,1 | 6,1 29,0 82,0 
0,0540 17,5 94 | 505 | 44,5 45,2 











Zeitlicher Verlauf der Dismutation von Propylaldehyd. 


Die Kurve Fig. II spiegelt den Reaktionsverlauf wieder. Nach 
120 Minuten ist der hichste Umsatz erreicht. 











i | l | | t 
Leit-20 40 60 80 100 120Min 
Zeitticher Verlauf der Dismutation von Propylaldehyd 


fig 





0,5 g Ferment + 20 ccm Aldehydlésung + 50 ccm Phosphatpufferlésung 
Py = 7,8. Zur Bestimmung je 10 cem abgehoben. Temperatur 37°. 


Destruktionstemperatur der Aldehydrase. 


Die Destruktionstemperatur der Aldehydrase wurde durch 
graphische Interpolation aus Kurve Fig. III zu ungefahr 69° 
gefunden. 


Je 0,2 g Ferment [Akt.*): 70°/, pq = 7,8] + 20 ccm Phosphatpuffer 
Py = 7,8. 1/, Stunde auf 50, 60, 75° erhitzt; dann Substrat zugefiigt. Reak- 
tionsdauer: 120 Minuten bei 37°. 





*) 0,2 g Trockenferment dismutiert innerhalb 2 Stunden bei 37° und 
8 105 mg Aldehyd zu 70°. 


) 
Pu = 14 


11* 
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Einflu8 von Blausadure auf die Dismutation. 


Bei Gegenwart von Blausiure wird die Dismutation gehemmt. 
So wird die Dismutation in der Reaktionslésung durch m/10-Blau- 
siure um 52,5°/,, durch m/1-Blausiure um 59°/, gegeniiber Ver- 
gleichsansaitzen ohne Blausaéure herabgemindert. Die Hemmung 
kommt wahrscheinlich dadurch zustande, da8 Propylaldehyd- 
cyanhydrin entsteht. Dieses diirfte neben Blausiure an der wirk- 
samen Fermentoberfliche adsorbiert werden und dadurch dem 
Aldehyd den Zutritt versperren. Mit Propylaldehyd-cyanhydrin 
werden noch Versuche ausgefiihrt. 

0,2 g Ferment [Akt.*): 49,0°/, pq = 7,8] + 10 eem Aldehydlésung 
+ 20 ccm Phosphatpufferlésung p;, = 6,8. Reaktionsdauer: 2 Stunden 37°. 


I. m/1-Blausiurekonzentration. 
II. m/10-Blausiurekonzentration. 


























Tabelle III. 
' = : Yr ‘ af i 
co | teayneeingd tow sg |& |sez.| 2 
Base) been mse | Se] Be (Sees! oS » 
Nr. /36 BF] 158s ae a3 DAY BE 
we 5A 8 = ¢ Show & ag 
=a at) ver- a Ex ors = Soe om 
mn § angew. | gef. jschwun-| > Ps Bo, al op 
wi den a ABS 
| 4 
I] 60,8 | 1050 | 148 | 902 | 22 | 163 | 256 | 64,6 ! 
It | 255,75 | 1050 | 623 | 42,7 | 255 | 189 | 296 | 131 


























Wirkungsmechanismus der Aldehydrase. 


A. Dismutation. In der II. Mitteilung?) wurde bereits ge- 
zeigt, daB das Trockenferment sowohl unter anaeroben, wie unter 
aeroben Bedingungen Aldehyd nur dismutiert. 





*) 0,2 g Trockenferment dismutiert innerhalb 2 Stunden bei 37° und 
Pa = 7,8 105 mg Aldehyd zu 49°. 
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B. Dehydrierung. I. Mit zellfremden Acceptoren. Fiir 
die sichere Festlegung der Wirkungsweise der Aldehydrase war 
es notwendig, die Wasserstoffverschiebung bei Gegenwart von 
anderen Wasserstoffacceptoren, wie Chinon und Methylenblau, zu 
studieren. Hierbei zeigte sich, daB diese Acceptoren durch den 
abgelésten Wasserstoff hydriert werden. 

Chinon als Acceptor. Unter anaeroben Bedingungen wurde 
bei verhiltnismiBig hoher Chinonkonzentration (m/30) der um- 
sesetzte Aldehyd vollstindig in Saure umgewandelt. Der Dismu- 
tationsvorgang war also vollkommen ausgeschaltet. Der Umsatz 
an Aldehyd war gegeniiber den Versuchen ohne Chinon um etwa 
12°/, herabgesetzt. Die Hemmungserscheinungen kann man so 












































om deuten, daB das Chinon eine gréBere Affinitat zum Ferment hat 
~~ als der Donator. Diesem ist dadurch nur ein beschrankter Teil 
a der wirksamen Fermentoberfliche zuginglich. Bei starker Er- 
“i piedrigung der Chinonkonzentration (m/160) steht die Dismutation 
an wieder im Vordergrunde. 
| 0,2g Ferment (Akt.: 44,5°/, pq = 7,8) + 10ccm Aldehydlésung + 20 cem 
~~ Phosphatpuffer py = 6,5. Reaktionsdauer: 2 Stunden bei 37°. Stickstoff- 
rill atmosphire. 
1. 0,100 g Chinon. 2. 0,050 g Chinon. 3. 0,020 g Chinon. 
Ing 
7°, Tabelle IV. 
a | @ | £): bute 
Se aS Propylaldehyd in mg 7 . S P 3 wo | 8 oo 
Nr.f9 2 °,° sm s| 6 "7 |GZas 
a Baas | Umsatz| °S 4] 6.8 ea 
s = angew.| gef. ew = & S 2s 
on 1 | 25,0 960 | 725 | 285 | 245 | 415 | 30,7 | 100 
. 3 2 | 25,75 | 960 | 75,0 | 21,0 | 22 2,55 | 18,9 70,5 
E 3 | 22,50 | 960 | 65,0 | 31,0 32 2,85 21,1 54,7 
= Methylenblau als Acceptor. a) Unter anaeroben Be- 
5 | dingungen gewinnt der DehydrierungsprozeB erst bei sehr hoher 
1 Methylenblaukonzentration (m/20) an Bedeutung. Der umgesetzte 
Aldehyd wird unter diesen Konzentrationsverhaltnissen zu 77,3°/, 
in Siure umgewandelt. Die bedeutend geringere Leistungsfihig- 
e- keit des Methylenblaus gegeniiber Chinon diirfte damit zusammen- 
er hangen, daB das gebildete Leukomethylenblau an der aktiven Ober- 
fiche adsorbiert und nur langsam durch das Methylenblau ver- 
ad dringt wird. Methylenblau hemmt nicht, steigert vielmehr den 


Umsatz. Die Steigerung ist etwa 12°/, héher als bei Versuchen 
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ohne Methylenblau. b) Unter aeroben Bedingungen wird 
der umgesetzte Aldehyd bereits bei einer Methylenblaukonzen- 
tration von m/100 zu 64,8°/, in Siure verwandelt. Die gesteigerte 
Leistungsfahigkeit diirfte hier darauf beruhen, daB das gebildete 
Leukomethylenblau an der aktiven Oberfiiche sofort wieder durch 
Sauerstoff dehydriert wird und nicht erst neues Methylenblau 
herantransportiert werden muB. 


Versuche mit Methylenblau als Acceptor. 


a) Unter anaeroben Bedingungen. 


0,2 g Ferment (Akt. 43,0°/), py = 7,8) + 10 cem Aldehydlisung + 20 cem 
Phosphatpufferlésung py = 7,8. Reaktionsdauer: 2 Stunden bei 37°, Stick- 
stoffatmosphire. 

1. 0,100 g Methylenblau. 2. 0,200 g Methylenblau. 
3. 0,800 g - 4. 0,500 g x 


b) Unter aeroben Bedingungen. 


0,2 g Ferment (Akt. 56°/,, py = 7,8) + 10cem Aldehydlésung + 20 ccm 
Phosphatpuffer py = 7,8. Reaktionsdauer: 2 Stunden bei 37°, in Luft. 
Schiittelgeschwindigkeit: 120 pro Minute. 

la. 0,100 g Methylenblau. 



































Tabelle V. 
$2 a |& |4 ¢é. 
(ge as Propylaldehyd in mg ‘7 «2e)] 20/2 2 ons 
Nr. 32 5,9 _* |oas| §&§ [esas 
Baas l Umsatz] 9s] Boa [ae Fs 
2" =} angew.| = gef. jumgew. = 2 o Oo 
J? RE sll . 3. i 
Anaerob. 
1 | 15,25 98,0 | 44,5 53,5 55 4,55 | 38,7 49,70 
21 15,00 | 98,0 | 43,5 | 54,5 56 4,95 | 36,6 | 52,70 
3 | 14,80 | 96,0 | 43,0 | 53,0 55 6,45 | 47,7 | 70,6 
4] 12,25 | 940 | 41,5 | 52,5 56 7,00 | 51,08 | 77,3 
Aerob. 
1a] 16,00 | 105 | 486 | 58,2 | 559 | 6,55 | 48,5 | 64,8 


Aldehydbestimmung bei Gegenwart von Chinon und Methylenblau. 


Bei Gegenwart von Chinon und Methylenblau mu8 der Aldehyd aus 
der Versuchslésung im Kohlensiurestrom destilliert werden. Versuchs- 
anordnung vgl. Fig. IV. 
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Verfahren: Saugrohr I, das die Reaktionsfliissigkeit enthalt, wird im 
Wasserbad auf 80° erwirmt und sodann ein ziemlich starker Kohlensiure- 
strom (8 Blasen pro Sekunde) durchgeleitet. Saugrohr II enthilt 35 ccm 
1°/,ige Bisulfitlosung; Saugrohr III enthilt 5 cem 1°/, ige Bisulfitlésung, 
20 eem destilliertes Wasser. Rohr Ii wird mit Wasser, Rohr III mit Eis- 
wasser gekiihlt. Nach etwa 25 Minuten ist der Aldehyd quantitativ iiber- 
destilliert. Die Bisulfitlésung wird aus den Vorlagen quantitativ in ein 
100 ecm MeBkélbchen gespiilt und die weitere Bestimmung, wie in der 
II. Mitteilung*) beschrieben, durchgefiihrt. 





B. Dehydrierung. II. Mit zelleigenen Acceptoren. 
In der Zelle kommt nach Keilin*) hauptsichlich das Cyto- 
chrom oder Anteile davon als wirksamer Zwischenacceptor’) 
in Betracht. Das Cytochrom wird durch den von den De- 
hydrasen gelieferten Donatorwasserstoff reduziert, durch die Indo- 
phenoloxydase oxydiert. 


(Fe +- Ht + ¢ —» Fe’—H; 
Fe"—H + Me™ (Oxydase) —-> Fe’ + Me” + Ht; 
Me™ + O, ——»> Me™ + 0). 


Das Cytochrom verbindet so den von den Dehydrasen ge- 
lieferten Wasserstoff mit dem von der Indophenoloxydase auf- 
geladenen Sauerstoff, wobei im Endeffekt Wasser gebildet wird. 


Da das Cytochrom im reduzierten Zustande ein charakte- 
ristisches Haimochromogenspektrum aufweist, wurde das Ferment 
auf die Anwesenheit derartiger Himochromogenverbindungen ge- 
prift. Zu diesem Zwecke wurden verschiedene Trockenpriparate 
mit 75°/,igem Pyridin, dem etwas Natriumhydrosulfit zugesetzt 
war, geschiittelt, wobei sich rote Lésungen ergaben. Die spektro- 
skopische Priifung lieferte ein Himochromogenspektrum. Dieses 
Spektrum gleicht dem von H. Fink‘) bei Garungshefen gefundenen. 
Die Banden b und c sind nicht getrennt, sondern vereinigt. Die 
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d-Bande war nicht abzulesen. Die einzige deutliche, breite Bande 
ohne Aufhellung hat eine Ausdehnung von 544—562 mu. Im 

558 
Trockenferment ist also Cytochrom enthalten, und der Wasser- 
stofftransport kann bewerkstelligt werden. 





Spektroskopische Priifung. 1g Ferment wird mit 50 cem 75 °/, igem 
Pyridin, das eine Messerspitze Natriumhydrosulfit enthalt, geschiittelt, filtriert 
und in die Kiivette gefillt. Kiivette direkt vor dem Spalt des Spektroskops. 
Schichtdicke: 5 em; Belichtungszeit: 20 Sekunden. Benutzte Platten: Agfa 
Superpan. Die Absorptionsmessungen wurden mit dem mittleren Hilger- 
Quarz-Spektrographen ausgefiihrt. Als Lichtquelle diente ein Eisen—Kupfer- 


Bogen. 

Die Indophenoloxydase findet sich nach F. Battelli und 
L. Stern ) in allen Geweben der héheren Tiere, am reichlichsten 
in Herz, Niere und Leber. Uber die chemische Natur der Indo- 
phenoloxydase ist noch nichts Genaueres bekannt. Wahrschein- 
lich ist sie jedoch ein himinartiger Komplex. Diese Oxydase ist 
sehr empfindlich. Da sie durch T'rocknung oder durch Aceton- 
und Alkoholbehandlung vernichtet wird, konnte Indophenoloxydase 
in den Trockenpraparaten nicht mehr enthalten sein. Es fehlte 
also der Faktor, durch welchen die Red-Form des Cytochroms in 
die Ox-Form iibergefiihrt wird. 

Mit Hilfe der Indophenolreaktion konnte in der frischen 
Leber die Gegenwart der Oxydase nachgewiesen werden. In der 
Leber finden sich also sowohl die Oxydase, wie das Cytochrom 
und demnach das Oxydase-Cytochromsystem vor. 


Darstellung der Indophenoloxydase. Zur Darstellung wurde 
nicht Leber, sondern Herzmuskel verwendet. Folgendes Verfahren hat sich 
als sehr geeignet herausgestellt: 65 g Kalbs- oder besser Schweineherz 
werden durch eine feinlécherige Fleischmaschine getrieben. Dann wird der 
Brei in 400 ccm Leitungswasser suspendiert und nach dem Absitzen das 
Wasser abgegossen. Diese Operation wird noch 4 mal mit derselben Volum- 
menge Wasser wiederholt. Nach dem Abpressen durch ein Leinwandtuch 
wird der Organbrei in 50 ccm Ringerscher Lésung suspendiert und mit 
40 cem feinem Quarzsand */, Stunde zerrieben. Nach dem Kolieren wird 
zentrifugiert und das triibe oder opaleszierende Zentrifugat zum Versuch 
in Anwendung gebracht. 

Priifung auf Wirksamkeit. Mit 3 ccm Reaktionsflissigkeit + 1 ccm 
Nadi-Reagens wurde stets in 830—60 Sekunden eine starke Blaufarbung 
(Indophenolbildung) erreicht. Die Oxydaselésungen wurden fiir die einzelnen 
Versuche stets frisch hergestellt. Die jeweilig zum Versuch gelangenden 
Reaktionslésungen wurden auf wasserdampffliichtige Siiuren und darauf, ob 
Jod verbraucht wird, untersucht. Die Versuche zeigten, daB keine wasser- 
dampffliichtigen Siuren vorhanden waren und kein Jod verbraucht wurde. 
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Wenn wir Oxydaselésung den iiblichen Versuchsansitzen zu- 
setzten, wurde mehr Saure gebildet. So haben wir z. B. mit 
10 com Oxydaselésung 100°/,ige, mit 2 ccm 68—90°/, ige und 
mit 1 com 63—68°/,ige Saurebildung erzielt. Bei geringerem 
Oxydasegehalt verlaiuft also neben dem DehydrierungsprozeB auch 
der Dismutationsvorgang. Da die Indophenoloxydase durch Blau- 
siure und Schwefelwasserstoff in ihrer Wirkung vollkommen ge- 
hemmt wird, muBten die Versuche mit diesen Zusitzen nur die 
der Dismutation entsprechenden Werte liefern, was in der Tat 
der Fall war. 


Auf Grund dieser Versuche ergibt sich im System der Aldehy- 
drase folgendes: Der DehydrierungsprozeB spielt sich nur 
ab, wenn im Dehydrasesystem neben Aldehydrase, Cyto- 
chrom und Indophenoloxydase vorhanden sind. 


System Aldehydrase-Aldehyd-Cytochrom-Indophenoloxydase. 


1, 0,2 g Ferment + 10 ccm Aldehydlésung + 10 ecm Oxydaselésung 
+ 20 ecem Phosphatpuffer py = 7,8. Reaktionsdauer: 60 Minuten bei 37°. 

2.+ 3. Je 0,2 g Ferment + 10 ccm Aldehydlésung + 2 ccm Oxydase- 
lésung + 20 ccm Phosphatpuffer pq = 6,5. Reaktionsdauer: 120 Minuten 
bei 37°. 

4.+5. Je 0,2 g Ferment + 10 ccm Aldehydlésung + 1 cem Oxydase- 
lisung + 20 cem Phosphatpuffer py = 6,5. Reaktionsdauer: 120 Minuten 
bei 37°, 

















Tabelle VI. 
© ey = . em 
8é fs Propylaldehyd in mg , S ? E : 2 ° 7 
Nr.]a 39,9 z ao so] ° SBE 
Brad Umsatz}°S 4] ae [a ars 
oo "" =] angew.| gef. | umgew. Lal S _c Oo 
O r= 4 ee i ro] a Ay ° = 
1 | 27,0 920 | 780 | 140 | 152 | 245 | 191 | 100 
21 265 940 | 77,5 | 165 | 17,6 | 2,85 | 17,4 90,0 
3 | 27,5 94,0 | 79,5 14,5 | 15,4 | 1,90 | 14,0 15,7 
4 | 240 92,0 | 69,5 | 22,5 | 24,5 2.50 18,5 68,3 
24,0 92,0 | 69,5 | 22,5 24,5 2,40 18,0 62,7 























System Aldehydrase-Aldehyd-Cytochrom-Oxydase-Blausaure. 


0,2 g Ferment (Akt. 49°/,, py = 7,8) + 20 ccm Phosphatpufferlésung 


Py = 6,8 + 10 cem Aldehydlésung + 2 cem Oxydaselésung. 


I. Blausiurekonzentration: m/1; Reaktionsdauer 2 Stunden, 37°. 
II. Blausiurekonzentration: m/10. 











154 Ludwig Reichel und Herbert Koéhle, 


Tabelle VIL. 


























_ ; o 4 o , 
anaes Propylaldehyd in mg S ig » |BR _ eo 
Ni |baeas & ESE] ag |eaerce2- 
oe ver- Sg 2 So om oe 
SOGh-4] angew.| gef. [schwun-| > a.m [asa Bt k 
qe 4 den — a ax g a 
I] 2965 105 | 72,3 | 32,7 | 2,05 | 229 34,7 
Ir | 340,0 105 | 82,9 | 221 1,73 | 12,8 20,1 

















Anmerkung: Cyanhydrin wurde unter den gewihlten Konzentrations. 
verhiltnissen nicht gebildet. Die Blausiure wurde von der Oxydase 
aufgenommen, wie entsprechende Versuche ergaben. 


System Aldehydrase-Aldehyd-Cytochrom-Oxydase-Natriumsulfid. 


1. 0,2 g Ferment (Akt.: 45°/, py = 7,8) + 10 com Aldehydlésung} 


+ 20 cem Phosphatpufferlésung p,;, = 7,8. 

2. 0,2 g Ferment (Akt.: 87°/, pq = 7,8) + 10 cem Aldehydlésung 
+ 20 ccm Phosphatpufferlésung py = 7,8. 1+ 2 je 1 ccm Oxydaselésung 
und Natriumsulfid m/8. Reaktionsdauer: 2 Stunden 387°. 


Tabelle VIII. 
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| m bp -s > ; 
o D . ee) = 
Eg] Propylaldehyd in mg toe Sm» | Bee 
Nr.| a 29,9 t..* 19m a1 = R nas 
5D ad Umsatz] ° a] ‘B84 ca 
rs) seca f. * yr r oul =) —_ M2 
= = | angew./| gef.*) | umgew. cal © sod 
o i, Ra a aie oe 4 ee ee 
1 | 26,75 107 | 77,5 | 29,5 | 27,6 | 2,55 | 19,0 | 50,5 
2 | 30,0 103 | 43,5 | 59,5 | 57,8 | 4,75 | 35,02] 47,4 























B. Dehydrierung. LI. Mit anderen zelleigenen Accep- 
toren. Von anderen zelleigenen Zwischenacceptoren hat 
sich das Adrenalinchinon (Omegastoff) als ungeeignet, das Lacto- 
flavin dagegen als hervorragend geeignet erwiesen. Uber 
diese Versuche mit Lactoflavin, wie anderer Flavine, sowie iiber 
die Mitwirkung des Co-Ferments im System der Aldehydrase, 
wird in einer der folgenden Mitteilungen berichtet werden. 


Versuche mit frischer Leber. 


Um die Verhialtnisse in der frischen Leber naher kennen zu 
lernen, wurden mit dieser verschiedene Versuche durchgefiihrt, 
die gleichzeitig zur Nachpriifung der Befunde von Battelli und 


*) Der Aldehyd wurde im Kohlensiiurestrom iiberdestilliert. Vgl. Aldehy d- 
bestimmung bei Gegenwart von Chinon und Methylenblau, S. 150. 
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Stern®), sowie von Parnas’) dienen sollten. Die Untersuchungen 
zeigten, daB von dem eingesetzten Aldehyd, sowohl bei Gegenwart, 
wie bei Abwesenheit von Sauerstoff, nur ein kleiner Teil durch 
die Aldehydrase umgewandelt wird, Der griBere Teil wird in 
anderen Reaktionen, deren Ablauf noch unbekannt ist, verbraucht. 
Bei Abwesenheit von Sauerstoff entspricht die gebildete Alkohol- 
und Séuremenge noch annihernd der von der Reaktionsgleichung 
fiir die Dismutation geforderten. In Sauerstoft tritt eine deutliche 
Zunahme der Siurebildung auf. Dieser Mehrbefund an Siure ist 
nach Battelli und Stern’) dem EinfluB der Alkoholdehydrase 
zuzuschreiben. Um die Gegenwart der Alkoholdehydrase in frischem 
Leberbrei festzustellen, wurden einige Versuche mit Alkohoi als 
Substrat in Sauerstoff durchgefihrt, die tatsiichlich ein positives 
Ergebnis lieferten. Auf Grund dieser Resultate ist es nicht még- 
lich zu entscheiden, ob die Séurebildung durch Dehydrierung des 
Aldehyds oder durch die gleichzeitige Wirkung der Alkoholdehy- 
drase zustande gekommen ist. Zur Klirung dieser Verhiltnisse 
muBte das Studium der Alkoholdehydrase aufgenommen werden. 
Uber diese Versuchsergebnisse wird in der folgenden Mitteilung 
berichtet werden. 


Versuche mit frischer Leber und Propylaldehyd. 


A) Unter Stickstoff. 


I. 25 g Pferdeleber*) + 20 cem Aldehydlésung + 25 ccm Phosphat- 
pufferlésung pq = 7,8. Reaktionsdauer: 150 Minuten bei 37°. 


II, 50 g Schweineleber + 20 cem Aldehydlésung + 30 cem Phosphat- 
pufferlésung py = 7,8. Reaktionsdauer: 165 Minuten bei 37°. 


Tabelle IX. 

















Aldehydbestimmung. 
4 Gebundenes Propylaldehyd in mg 
Nr. Bisulfit in eem = : - 
n/10-Jodlésung angew gef. umgew 
I 19,04 151,9 55,2 96,7 
II 3,24 151,12 | 9,4 141,7 








*) Die frische Pferde- bzw. Schweineleber wird 2mal durch die 
Fleischmaschine getrieben. Der Leberbrei wird mit der Pufferlésung 
1 Stunde mit Glasperlen geschiittelt. Dann wird zentrifugiert und das 
Zentrifugat zum Ansatz verwendet. Bei der Propionsiurebestimmung 
wurde der Gehalt der frischen Leber an wasserdampffliichtigen Siuren 
beriicksichtigt. 
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Tabelle IX (Fortsetzung). 
Alkoholbestimmung. 
com Alkohol i 
Nr. n/10-Thiosulfat ‘nae Meliees 
korr. gef. 
I 2,16 13,0 
I 4,0 16,0 
Sdurebestimmung”). 
cms Propionsiure 
Nr. n/10-Ba(OH), in mg 
korr. gef. 
I 3,00 22,2 
I 444 32,86 








I. 30 g Pferdeleber + 10 ccm Aldehydlésung + 30 cem Phosphatpuffer- 


B. In Sauerstoff. 


lésung py = 7,8. Reaktionsdauer: 2 Stunden bei 37°. 


II. 25 g Schweineleber + 15 ccm Aldehydlésung + 50 cem Phosphat- 


pufferlésung pq = 7,8. Reaktionsdauer: 2 Stunden bei 37°. 
Schiittelgeschwindigkeit (I. + II.): 115 pro Minute. 


Tabelle X. 













































































Aldehydbestimmung. 
Gebundenes ae Propylaldehvd i 
Nr. Bisulfit in ccm — ie seni setae 
n/10-Jodlésung angew gef. |  umgew 
I 9,64 103,7 27,0 | 16,1 
II 9,08 1546 | 268 | 128,8 
Alkoholbestimmung. 
ecm Alkohol in 
Nr. n/10-Thiosulfat sia 
korr. gef. 
I 2,2 13,2 
I 2,0 12,0 
Sdurebestimmung. 
- em ~ Propionsiiure 
Nr. n/10-Ba(OH), in mg 
korr. gef. 
I 4,72 34,93 
if 5,52 40,85 





*) Vgl. Anm. S. 155. 
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Versuche mit frischer Leber und Propylalkohol in Luft*). 


I. 30 g Pferdeleber + 20 ccm Propylalkohollésung + 30 cem Phosphat- 
pufferlésung py = 7,8. Reaktionsdauer: 90 Minuten bei 37°. 
II. 50 g Schweineleber + 14ccem Propylalkohollésung + 30cem Phosphat- 
pufferlésung Pq = 7,8. Reaktionsdauer: 200 Minuten bei 37°. 
Schiittelgeschwindigkeit (I. + II.): 115 pro Minute. 


Tabelle XI. 




















ccm Propylalkohol in 
Nr. n/10-Na,S,0, __oneennmeeccnbeentint 
orr. angew. | gef. 
I 18,4 1194 | 1104 
Il 10,73 7196 =| 64,4 








Der Karlsruher Hochschulvereinigung sprechen wir fiir 
die zur Verfiigung gestellten Mittel unseren ergebenen Dank aus. 


*) Die Versuche mit frischer Leber hat Herr R. Wetzel ausgefiihrt. 
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IV. Mitteilung iiber Leberfermente. 
Von 
Ludwig Reichel und Herbert Kéhle. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Technischen Hochschule Karlsruhe.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18, Juli 1935.) 


Uber die Alkoholdehydrase in der Leber und in Tiergeweben 


liegen nur die Arbeiten von Pohl’), Battelli und Stern‘, § 


Hirsch‘), Wieland und Frage) und Mizusawa‘ vor. Zum 
Studium der Wirkung der Alkoholdehydrase wurde von simtlichen 
Forschern Leberbrei oder LeberpreBsaft angewendet. Die Dar- 


stellung von Trockenpraparaten wurde durch Versetzen von Leber- f 
brei mit Aceton und durch Fallen waBrigen Leberextraktes mit f 


Alkohol versucht. Diese Praparate waren aber nur wenig aktiy 


und nur kurze Zeit haltbar. Die Darstellung von aktiven Trocken- | 


praparaten ist uns durch fraktionierte Fallung waBriger Leber- 


extrakte mit Aceton, mit einem Gemisch von Aceton—Ather ge- | 


lungen. Die wiederholte Fallung mit 60—80°/,igem Alkohol 
lieferte uns nur sehr aktive Aldehydrasepriparate. Die Alkohol- 
dehydrase wird demnach unter diesen Bedingungen zerstért. 


Darstellung der Alkoholdehydrase. 


Produkt A. 2kg frische Pferde- oder Schweineleber werden durch 
eine feinlécherige Fleischmaschine getrieben. Der Leberbrei wird in einer 
Flasche mit 2 Liter destilliertem Wasser versetzt, einige Zeit Stickstoff durch- 
geleitet, die Flasche verschlossen und 2 Stunden geschiittelt. Bei folgendem 
Kolieren wird durch den Brei und durch das Kolat Stickstoff geleitet. Das 
Kolat wird mit dem 3 fachen Volumen Aceton gefillt. Nach 83—4 Stunden 
wird der Niederschlag koliert, wobei Stickstoff durchgeleitet wird. Hierauf 
wird scharf abgepreBt, das halbtrockene Produkt in einer Flasche mit der 
5—10 fachen Gewichtsmenge destilliertem Wasser versetzt und einige Zeit 
Stickstoff durchgeleitet. Dann wird die Flasche verschlossen und 2 Stunden 
geschiittelt. Nun wird zentrifugiecrt und das Zentrifugat mit dem 3 fachen 
Volumen Aceton versetzt. Nach 1 stiindigem Stehen wird wieder zentri- 
fugiert und der Riickstand mit der 5—10 fachen Gewichtsmenge destilliertem 
Wasser, wie oben beschrieben, geschiittelt und zentrifugiert. Das Zentri- 
fugat wird mit dem 3 fachen Volumen Aceton gefillt und der Niederschlag 
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nach 1 Stunde zentrifugiert. Der Riickstand wird 2 mal in wenig Aceton 
aufgeschlimmt und jeweils zentrifugiert. Das Produkt wird i. V. iiber 
Chlorealcium getrocknet und stets im Vakuumexsiccator aufbewahrt. Gelb- 
praunes Produkt. Ausbeute: 4—7 g. 

Produkt B. Dargestellt nach der Methode, die bei der Aldehydrase 
unter Produkt D (3. Mitteilung S. 145) beschrieben ist. Aufbewahrung des 
gelbbraunen Pulvers stets tiber Chlorcalcium im Vakuumexsiccator. Ausbeute 
4—d g. 


Bestimmung der Wirksamkeit der Alkoholdehydrase-Trockenpraparate. 


0,2 g Trockenferment wird mit 20 cem Phosphatpufferlésung py = 7,8 
10—20 Minuten mit Glasperlen geschiittelt. Dann wird abzentrifugiert und 
die Lésung mit 20cem 1°/, iger Propylalkohollésung versetzt. Nach 2 stiindiger 
Reaktionsdauer bei 37° in Luft wird das Reaktionsgefif 10 Minuten in 
Eis gestellt, dann werden zur Reaktionslésung 5 cem 2 n-Schwefelsiure ge- 
fiigt. Nach vorsichtiger Neutralisation mit 2n-Natronlauge werden in je 
20 eem der Reaktionslésung der Alkohol, der Aldehyd und die Siure, oder 
nur Aldehyd und Sdure bestimmt. (Methodisches vel. II. Mitteilung, Bd. 224, 
S. 177—182). 

Wirkungswerte einiger A- und B-Produkte. 


Je 0,2 g Ferment + 20 cem Alkohollésung + 20 cem Phosphatpuffer- 
lésung py = 7,8. Reaktionsdauer: 120 Minuten bei 37°. 

















Tabelle I. 
| gel os ‘ " 3 8 |< 3 
Sogise | & |e lf ele | 3 
O10 4 W © 7S tp Oia WH ao 
Pro SSeS E/SeE) a8 |SeS|Sez/ <5 | % 
dukt Bes Spa] oR a a8 |S ac] 8s Ey = a | Umsatz 
sesiae | = 12 |$ “18 8] & 
PB tal be Ps © 
ma} & a = o) o 3 
a S| 50 | 145 | 1,71 | 12,7 | 34,4 | 36,6 | 123,4 | 29,6 
80 | 232 | 3,35 | 248 | 621 | 64,8 | 1234 | 52,1 
(| 20 5,8 | 2,00 | 14,8 | 29,0 | 33,4 | 121,0 | 27,6 
Bi] 38 96 | 4,13 | 30,6 | 54,9 | 56,8 | 121,0 | 46,9 
\] 533 | 15,4 | 4300 | 29,6 | 61:8 | 63,9 | 1230 | 51,9 




















Eigenschaften und Wirkungen der Alkoholdehydrase. 


Die Alkoholdehydrase-Trockenpriparate verlieren bei Auf- 
bewahrung im Vakuum innerhalb von 6—8 Wochen ihre Wirk- 
samkeit, wihrend sie dieselbe beim Liegen an der Luft schon in 
wenigen Tagen einbiiBen*). Die Alkoholdehydrase ist also im 





*) Bei den Versuchen mit Aldehydrase (I.—III. Mitteilung) wurden 
ausschlieBlich Priparate angewandt, die mehrere Wochen alt waren und 
nicht unter besonderen VorsichtsmaBregeln aufbewahrt wurden. Daraus 
erklirt sich, warum bei diesen Versuchen zuniichst niemals die Wirkung 
der Alkoholdehydrase festgestellt werden konnte. 
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Gegensatz zur Aldehydrase weit weniger bestiindig. Bei Abwesen. 
heit von Sauerstoff dehydriert sie keinen Propylalkohol. Da in 
den Trockenpraparaten, zufolge der gewihlten Darstellungsmethoden, 
auch die Aldehydrase enthalten sein muB, wurden zunichst bei 
Abwesenheit von Sauerstoff Versuche mit Propylaldehyd als Sub- 
strat ausgefiihrt. Der Aldehyd wurde unter diesen Bedingungen 
nur dismutiert. 

Nach Battelli und Stern‘) soll die Alkoholdehydrase in 
erster Linie die Alkohole unter Mitwirkung von Sauerstoff tiber 
die Aldehyde in Saéuren iiberfiihren nach dem Formelschema: 


R-CHOH +-2% > R.c<h+H,0 
R-C<) +t —»> R.COOH 


Die Nachpriifung, ob dieser Chemismus richtig ist, war be- 
sonders wichtig. Fiir die Versuche wurden Trockenpriparate ver- 
wendet, bei welchen die Indophenoloxydase zerstért war*). Der 


DehydrierungsprozeB durch die Aldehydrase’) war damit aus- 


geschaltet und fir die Saiurebildung kam nur in Frage: 


1. Der rein dismutative Umsatz von Aldehyd durch die 
Aldehydrase. 

2. Die Wirkung der Alkoholdehydrase auf Alkohol, die nach 
Battelli und Stern’) tiber die Aldehydstufe zur Saure fiuhrt. 


Zur Aufstellung der Gesamtbilanz der Reaktion muBten 
Aldehyd, Alkohol und Siaure quantitativ bestimmt werden. Die 
Durcharbeitung lieferte uns das Ergebnis, daB nur die der 
Dismutationsleistung entsprechende S&uremenge von 
dem aus Alkohol entstandenen Aldehyd gebildet wird, 
d. h. der Alkohol wird durch die Alkoholdehydrase nur 
in Aldehyd verwandelt. Damit ist die Wirkungsleistung der 


Alkoholdehydrase der Leber und der Chemismus der Alkohol- [| 


dehydrierung eindeutig festgelegt. Die Alkoholdehydrase wirkt 
also nicht in dem Sinne, wie Battelli und Stern angenommen 
haben. Der Alkohol wird nur zum Aldehyd, nicht aber auch 
zur Siure verwandelt. Man mu daher schlieBen, daf die in 
der frischen Leber’) gefundene Siurebildung wohl fast aus- 





*) Uber die Wirkung der Flavine wird in der folgenden Mitteilung 
berichtet werden. 
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schlieBlich auf die Dehydrierung des Aldehyds durch das Aldehy- 
drasesystem zuriickzufiihren ist. 


Je 0,2 g Ferment + 20 ccm Phosphatpufferlésung py, = 7,8 + 20 ccm 
Propylalkohollésung. Reaktionsdauer: 120 Minuten bei 37° in Luft. 


Tabelle IL. 

















- |oSlaistleae!| &€ 1s .1688 les Pe 4S 
3 Ee aos Be 3 BIS Bz wo &S mol SS ol BS w 
. o io} et ad af #2 td 

FE Ee) eel ne Ge Fed Ce al Eel Bice ice 
5A "S bp ga8 sh>loh wa) bes lbet ale balobal Shs 
Oo — 3 re | ' 4 oF 3 il Qe ap I Qn 
~ SHlosso| aol] o og]|oR 9° |eo ° 
add ba om ae! ons = ay cot Bue 5 ont m — 
ae hee 0 ee --0-) oi re oe (CL Dl 
20 1145] 2,0 | 58117,0 | 102 | 11,8 | 90,2 | 121,0 | 30,8% 
1,7 12,5 5,0 14,5 | 16,15 98 10,13 87,87 | 123,4 | 35 53 **) 





























Bemerkungen: *) Schweineleber. 
**) Pferdeleber. 


Beeinflussung der Fermentwirkung 
durch verschiedene Faktoren. 


p,-Abhingigkeit. Aus der Kurve Fig. 1 geht hervor, dab 
das p,-Wirkungsoptimum der Dehydrierung des Propylalkohols 
etwa zwischen p,, = 6,7 und p,, = 7,3 liegt. 
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Fig. 1. Aktivitits-py-Kurve der Alkoholdehydrase. 


Je 0,2 g Ferment + 20 cem Alkohollésung + 20 ccm Pufferlésung. 
Reaktionsdauer: 1'/, Stunden bei 37°. 


EinfluB der Substratkonzentration. 


Orientierende Versuche haben ergeben, daB die Propylalkohol- 
mengen, die durch eine bestimmte Fermentmenge in gleichen 
Zeiten umgesetzt werden, sehr von der angewandten Propylalkohol- 
menge abhingig sind. 

Je 0,2 g Ferment + 20 ccm Phosphatpufferlésung py = 7,8 + 20 ccm 
Alkohollésung. Reaktionsdauer: 1'/, Stunden bei 37°. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXVI. 12 
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Tabelle III. 









































_ = = = 
none m Fs 5 S ms “7 S “y Z a o 
s 2 a ° @ SB wy 5 B ap Soe Z ws SS wp 
ask (eSe(SSelesk| 22 |ZeSleas sea] 
BV |2eS/BEs|°S8| Bs | g3] 8s P| oo s | Umea: 
z nlgesims | = | & = “ig s8\| 6 
Gap & | F 1 |S [oe i 
0,0508 | 38 | 96 | 41 | 30,3 | 57,1 | 59,1 | 121,0 | 48,08 
00101 | 1,8 | 52 | 103] 76 | 17,1 | 17,7 | 242 | 73,1 
0,0051 | 10 | 29 | 0,7 | 5,2 | 11,1 | 11,5 | 121 | 95,0 


Zeitlicher Verlauf der Dehydrierung von Propylalkohol 
Die Kurve Fig. 2 zeigt den Reaktionsverlauf. Nach 80 Minuten 
ist der héchste Umsatz erzielt. 


0,2 g Ferment + 20 ccm Phosphatpufferlésung py = 7,8 + 20 ccm 
Alkohollésung. Zur Bestimmung je 10 ccm abgehoben. Temperatur 37°. 

















30 40 50 60 20 
20 a TA <a 700 Temp —» 
Fig. 2. Zeitlicher Verlauf der Dehydrierung Fig. 3. Destruktionstemperatur 
von Propylalkohol. der Alkoholdehydrase. 


Destruktionstemperatur der Alkoholdehydrase. 


Die Destruktionstemperatur der Alkoholdehydrase wurde 
durch graphische Interpolation aus Kurve Fig. 3 zu 47,5° p, = 7,8 
ermittelt. 


Je 0,2 g Ferment + 20 cem Phosphatpufferlésung py = 7,8 */, Stunde 
auf 37°, 50° und 60° erhitzt, dann als Substrat je 20 cem Alkohollésung 
zugefiigt. Reaktionsdauer 1'/, Stunden bei 37°. 


Die Wirkung von Blausaure auf die Alkoholdehydrase. 


Die Alkoholdehydrase ist HCN-unempfindlich. Bei Blausiure- 
konzentrationen von 0,09 und 0,9 m wird die Dehydrierung von 
Propylalkohol unter aeroben Bedingungen nicht aufgehoben. Dieser 
Befund spricht dafiir, daB im Dehydrasesystem kein Schwermetall- 
zwischensystem beteiligt ist. Die Bildung von Hydroperoxyd bei 
Gegenwart von Blausdure wird in weiteren Versuchen noch nach- 
gewiesen werden. 
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0,2 g Ferment + 20 ccm Phosphatpufferlésung py = 6,8 + 20 ccm 
Propylalkohol. Reaktionsdauer: 80 Minuten bei 37°. 
Blausiurekonzentration I. 0,9 m; 

































































































II. 0,09 m. 
"lo Tabelle IV. 
msatz — SSE - 
p-Dinitro- Propylaldehyd 
Nr. phenylhydrazon in mg Bemerkungen 
—= § in mg gef. gefunden 
{ 8 ,0 8 : , = —————— 
13,1 56,50 13,7 + , 
15,0 I 66,50 16,2 Nur Aldehyd bestimmt 
hol. Einflu8 zellfremder Zwischenacceptoren. 
1uten § A. Methylenblau als Zwischenacceptor. Bei Abwesen- 
heit von Sauerstoff findet keine Alkoholdehydrierung statt. In 
yeem | Gegenwart von Sauerstoff wirkt Methylenblau als Zwischenacceptor. 
37°. Bei einer Methylenblaukonzentration von m/128 betrug die Steige- 
rung des Alkoholumsatzes in Luft 33,2°/,, in Sauerstoff 53,1°/,; 
5 bei einer Methylenblaukonzentration von m/64 in Sauerstoff 61,5°/,. 
; I. 0,2 g Ferment [Akt.*): 16,5°/, py = 7,8] + 20 com Phosphatpuffer- 
] lésung py = 7,8 + 20ccem Propylalkohol + 0,050g Methylenblau. Reaktions- 
: dauer: 1'/, Stunden bei 37° in Luft. 
i Il.—IV. Je 0,2 g Ferment [Akt.**) 15,7°/, py = 7,8] + 20 cem Phos- 
4 phatpufferlésung py = 7,8 + 20cem Propylalkohol. Reaktionsdauer: 2 Stunden 
al bei 37° 
- II. In Luft mit 0,100 g Methylenblau. 
III. In Sauerstoff mit 0,100 g Methylenblau. 
IV. In Sauerstoff mit 0,200 g Methylenblau. 
I—IV. Schiittelgeschwindigkeit: 115—120 pro Minute. 
urde Tabelle V. 
= 7,8 —_—_——- . — — —— 
= oe os o © c a) be 
tunde : 8 5 ta. a 3 2 5 S : SS wy 
: > ow ot) ad oO § 
jsung we. [S2S(SSF See) BREESE ISSR) ese] % 
SESiepne|oCRel 2a lesk&laa gs Et = | Umsatz 
oso|o & — a 1S" Sle” F] ea” 
Cet! a |e 5 < 
jure- I 8,5 10,1 1,23 9,1 24,86 | 25,2 112 22,5 
. I | 14,3 | 41,5 | 1,33 9,8 | 56,9 59,2 | 121 | 48,9 
hon it | 203 | 58,9 | 1,9 14,1 | 81,0 83,3 | 121 | 68,8 
1eser IV 24,5 71,1 1,65 12,2 90,3 93,4 121 17,2 
tall. *) 0,2 g¢ Trockenferment dehydriert innerhalb 1'/, Stunden bei 37° und 
L bel Py = 7,8 112 mg Propylalkohol zu 16,5 °/,. 
ach- f **) 0,2 g Trockenferment dehydriert innerhalb 2 Stunden bei 37° und 


Py = 7,8 121 mg Alkohol zu 15,79). 


12* 


- 
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B. Chinon als Zwischenacceptor. Chinon wirkt ebenfalls 
nur bei Gegenwart von Sauerstoff als Zwischenacceptor. Bei einer 
Chinonkonzentration von m/43 betrug die Steigerung des Alkohol- 
umsatzes 12,8°/,. Die geringere Leistungsfahigkeit des Chinons 
gegeniiber Methylenblau dirfte damit zusammenhingen, daB das 
Chinon eine gréBere Affinitat zum Ferment hat und so dem Substrat 
den Zutritt zur Fermentoberfliche verwehrt. 


Das bei der Autoxydation der Re-Stufen des Chinons und 
plus e + H+ 


Methylenblaus auftretende Hydroperoxyd (Re-Stufe a Ue 


min. e + Ht 








Stufe; 2e+0, —> O;; 2H* + 0> —> H,0,) konnte hier 


nicht nachgewiesen werden, da im Fermenttrockenpriparat Kata- 
lase in betriachtlicher Menge vorhanden ist. (Vgl. Wirkung von 
Blausiure auf die Alkoholdehydrase S. 162). 


I. 0,2 g Ferment (Akt.: 16,5°/, py = 7,8] + 20 ccm Phosphatpuffer- 
lésung py = 6,8 + 20 ccm Propylalkohol + 0,050 g Chinon. Reaktionsdauer: 
2 Stunden bei 37° in Luft. 

II. 0,2 g Ferment [Akt.: 17,3°/, py = 7,8] + 20 cem Phosphatpuffer- 
lésung py, = 6,5 + 20 ccm Propylalkohol + 0,100 g Chinon. Reaktionsdauer: 
11/, Stunden bei 37° in Luft. 

I.—II. Schiittelgeschwindigkeit: 115 pro Minute. 


Tabelle VI. 








g of co ss © +d wr) Be 
ecelse.| & |e. le08le ac lec 
Ow 30] 4 op 7 8 fw to B o & 
wr [EASISSal ESE] 2B See ae S38] % 
Bas apa of “= Si sah] 8as] 5-8 4 | Umsatz 
Sgsime | S |e |e" &/ 3° Pies” 
oan —~ 5) 
Sal & .' i o < 
I 2,5 7,2 1,65 12,2 26,32 | 27,22 | 112 24,3 
II 6,5 | 18,8 | 12,5 9,3 | 34,2 5,4 121 29,3 


























Priifung auf Katalase. 


0,2 g Ferment + 10 ccm Phosphatpufferlésung py, = 6,8 + 20 ecm 
Hydroperoxydlésung (84,1 mg H,O,). Reaktionsdauer: 80 Minuten bei 37°. 


Tabelle VU. 











Verbraucht Hydroperoxyd in mg 0) 
eem Se eA ie eS ar ee 0 

n/10-KMn0O, gef. | zersetzt | angew. Umsatz 
4,55 7,8 | 16,3 | 84,1 92,7 
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Einflu8 zelleigener Zwischenacceptoren. 


I Vitamin C. Als zelleigenen Zwischenacceptor haben wir 
fir unsere Versuche zunichst die Ascorbinsiure [Vitamin C*)] 
herangezogen. Verschiedene in dieser Richtung ausgefiihrte Ver- 
suche lieferten aber negative Resultate. Der Alkoholumsatz wurde 
durch die Ascorbinsaéure herabgemindert. 

Je 0,2 g Ferment [Akt.: 31,5°/, pq = 7,8] + 20 ccm Phosphatpuffer- 
jésung Py = 7,8 + 20 cem Alkohol. Reaktionsdauer: 2 Stunden bei 37°. 


I. 20 mg Vitamin C in Luft. 
II. 3 mg Vitamin C in Sauerstoff unter Schiitteln. 
III. 1,5 cem konzentrierte Vitamin C-Lésung in Luft. 
IV. 3 mg Vitamin C + 5 cem Kohlauszug (Hexoxydase) in Luft. 


II.—IV. Schiittelgeschwindigkeit: 115 pro Minute. 
Bei der Aldehydbestimmung Jodverbrauch des Vitamins C beriicksichtigt. 


Tabelle VIIL. 

















- an a — 
Es 5 = ie | r=) 2 Ps = 5 
a 21S wl OS Sw laws rr 
: . .- ao] =f 
nn [BPSSES/ESE] 22 |SSESe Sl eSe] 
Bas apal oF 2 2 6 B88] 8 8 8] 5 4 | Umsatz 
o's } @® Q'" am) 5 ese e . ® a} oe =| to<t 
we = = > al Po 2 a0 3 =| 
seal o& a - oO < < 
I | 2,8 6,6 | 1,88 | 13,9 29,6 30,7 | 121 | 25,4 
HW | 1,9 5,5 | 1,68 | 12,80 | 25,9 27,0 | 121 | 22,3 
lt | 1,0 2,9 | 1,6 11,65 | 22,1 225 | 121 | 18,6 
IV | 0,78 | 25 | 1,2 9,3 17,08 | 17,7 | 121 14,62 


























II. Adrenalinchinon. Das Adrenalinchinon [Omegastoff®)] 
hat sich im System der Alkoholdehydrase als Zwischenacceptor 
geeignet erwiesen. In den bis jetzt durchgefiihrten Versuchen 
betrug die Steigerung des Alkoholumsatzes 8°/,. Weitere Versuche 
werden noch ausgefiihrt. 


Je 0,2 g Ferment [Akt.: 16,5°/, py = 7,8] + 20 cem Phosphatpuffer- 
lésung py = 7,0 + 10 cem Propylalkohol + 10 cem Adrenalinchinonlésung 
(20 mg Adrenalin) in Luft unter Schiitteln. Reaktionsdauer: 1'/, Stunden 
bei 37°. 

Schiittelgeschwindigkeit: 115 pro Minute. 


*) Herr Prof. A. v. Szent-Gyérgyi hatte die groBe Freundlichkeit 
Vitamin C fiir die Versuche zur Verfiigung zu stellen, wofiir ihm auch an 
dieser Stelle besonderer Dank ausgesprochen werden soll. 
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Tabelle IX. 














G w; cs x >) ~ r th 
338) 2 =) K > «te 3 
Se: iawn) O.] wx we 4 we 3S a 
Nr [Ge Slee seb] SF (stash ages] % 
BESl/aps|oC el os |e eh]8e 8] o% a | Umsatz 
Saealee7| S| R* | 2S] 943] a4 
52a 1h 2 ae ft: 3 “13 a 
aa} a . ™ os cs ™ 
I | 3,25 | 95 | 1,48 | 109 | 266 | 27,5 | 112 | 24,6 
Ir | 4,00 | 11,6 | 1,33 98 | 26,95 | 27,6 | 112 | 24,64 


























Ill. Milztrockenpriparat. Battelli und Stern’) fihren 
in ihrer Arbeit iiber die Alkoholdehydrase an, daB Zusatz von 
Milz verschiedener Tiere zur Leber des Pferdes die Alkohol- 
oxydation haufig steigert. Die Nacharbeitung dieser Angabe lieferte 
positive Ergebnisse. Fiir unsere Versuche haben wir jedoch nicht 
frische Milz, sondern Milztrockenpriparate angewandt. In den 
vorlaufig durchgefiihrten Versuchen betrug die Steigerung des 
Alkoholumsatzes rund 32°/,. Durch welche Faktoren (Zwischen- 
acceptor oder Co-Ferment) dieser Umsatz erreicht wurde, miissen 
wir erst ermitteln. Zu den Versuchen haben wir zunichst Kalbs- 
und Hundemilz herangezogen. Die Trockenpriiparate enthalten 
keine Aldehydrase und keine Alkoholdehydrase. 


0,2 g Ferment (Akt.: 17,3°/, py = 7,8) + 20 cem Phosphatpufferlésung 
Pu = 7,8 + 20 cem Propylalkohol + I. 0,1 g; Il. 0,3 g Milzpriparat (Kalbs- 
milz). Reaktionsdauer: 2 Stunden bei 37° in Luft. 




















Tabelle X. 
= o0 sc nm © a oO a 
eeeise.| & 12.1208] 20x les 
2 WO] 4 on to joo as a Jy 
we [S7SISBRlBZE] 25 |SEEl Seal esa] % 
SeSlana oF 5,4 eaGhl gas | on ge] Umsatz 
phd pt ‘ ® =e ae _ a “= © = - s toa ed 
ee I= oa © Co] a 
Th ae —] ‘idl a m2 oO A 
“Bal & q = A oc) < 
I a — 1,95 14,3 22,4 23,17 121 19,15 
II 3,5 10,2 3,8 28,5 57,4 59,4 121 49,1 


























Darstellung eines Kalbsmilztrockenpriparates. 250g Milz 
werden durch die Fleischmaschine getrieben. Der Brei wird mit dem 
2—3fachen seines Volums eines Gemisches von Aceton—Ather—Petrolither 
(3:1:1) versetzt und der Niederschlag abzentrifugiert. Der Riickstand wird 
mit der 5 fachen Gewichtsmenge destilliertem Wasser 2 Stunden geschiittelt 
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und darauf zentrifugiert. Das Zentrifugat wird mit der 2—3 fachen Volum- 
menge Aceton-Ather gefallt und nach 1/, stiindigem Stehen abzentrifugiert. 
Der Riickstand wird noch 2mal mit Aceton behandelt und im Exsiccator 
iiber Chlorcalcium getrocknet. Graubraunes Pulver. Ausbeute 0,6 g. 


IV. Flavine. Uber Versuche mit Lactoflavin, wie anderer 
Flavine, sowie iiber die Mitwirkung des Co-Ferments im System 
der Alkoholdehydrase wird in einer spi&teren Mitteilung berichtet 
werden. 


Der Karlsruher Hochschulvereinigung sprechen wir fiir 
die zur Verfiigung gestellten Mittel unseren ergebenen Dank aus. 
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Uber Amylo-phosphatase aus Gerste. 


(5, Mitteilung iiber enzymatische Amylolyse*) in der von M. Same. 


/ 


und E. Waldschmidt-Leitz begonnenen Untersuchungsreihe. 


Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz und Karl Mayer. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. August 1935.) 


M. Samec?) hat zuerst nachdriicklich auf die Bedeutung de: 
Phosphorsauregehaltes in der Starkehiillsubstanz, dem Amylopectin 


aufmerksam gemacht, vor allem fiir die Fahigkeit zur Kleister- 


bildung und fiir die Viscositat der Starkelésungen; die Phosphor- 
saure ist danach esterartig an Kohlenhydratreste gebunden. Eins 
Abnahme der Viscositaét von Stirkekleister ist bei zwei ver- 


schiedenen Abbauvorgingen beobachtet worden, einmal bei der 


Abspaltung der organisch gebundenen Phosphorsiure, wie sie bei 
der Kinwirkung von kochendem Wasser unter Druck erfolgt, ohn: 
Spaltung glucosidischer Bindungen, oder ‘aber bei Aufsprengung 
glucosidischer Bindungen, der Verzuckerung, als Folge der Ab- 
nahme der Kettenlinge*). Verfliissigung durch Abbau zu nieder- 
molekularen Spaltprodukten, durch Zuckerbildung, erschien al: 
der normale und hauptsiachlichste Weg des amylatischen Starke- 
abbaus, da man die Abspaltung von Phosphorsdure aus orga. 
nischer Bindung durch Enzyme, z. B. aus Malz, nicht beobachter 
konnte [*), S. 35]. Fiir das wechselnde Verhaltnis der Geschwindig- 
keiten, mit welchen die Verfliissigung und die Verzuckerung de: 
Starke durch Amylasepraparate verschiedener Herkunft erfolgt, 
etwa durch pankreatische und durch Malzamylase, erschien i 
erster Linie die verschiedenartige Zusammensetzung der amy- 
latischen Systeme verantwortlich, so ihr Gehalt an @- und a1 


Fribere Mitteilungen Diese Z. 203, 16, 117 (1931); 218, 63 (19382) 
223, 76 (1933/34). 

Kolloidchem. Beih. 4, 132 (1912); vgl. M. Samec, Kolloidchem. der 
Starke, Dresden und Leipzig 1927, 8. 18 ff. 

M. Samec, Kolloidchem. Beih. 6, 34, 49 (1914). 
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j-Amylase, welche durch eine verschiedenartige Angriffsweise aus- 
cezeichnet sind 4). 

In Gersten- und Malzausziigen ist indessen, wie wir gefunden 
haben, neben der Stirkeverzuckerung eine enzymatische Ab- 
spaltung der organisch gebundenen Phosphorsiure aus 





































“* Stirkekleister zu beobachten. Das dephosphorylierende Enzym, 

Amylo-phosphatase, laBt sich durch auswihlende Adsorption 

mit Tonerde, an welche es die f-Amylase begleitet®), dann mit 

Kaolin vollstandig von verzuckernden Enzymen, a- und f-Amylase, 

hefreien. Es zeigt sich, daB amylasefreie Amylo-phosphatase zur 

Abspaltung der gesamten, im Starkekleister gebundenen Phosphor- 

siure befihigt ist. Als Wirkungen des Enzyms, optimal bei p,, =5,6, 

sind neben der Phosphorsiureabspaltung eine ihr propor- 

| tionale Abnahme der Viscositit und eine nicht sehr be- 

dec — deutende, aber gut meBbare Bildung reduzierender Gruppen zu 

tin, | ¢tkennen. Von Amylokinase aus Malz®), dem Aktivator pflanz- 
Lon. licher Amylasen, wird Amylo-phosphatase nicht aktiviert. 

men. Ks ist bemerkenswert, da8 auch unter der Wirkung gereinigter, 

ne amylasefreier tierischer Phosphatase aus Niere, die Dephosphory- 

ey. | lierung und die Verfliissigung des Stirkekleisters erfolgt, und dab 

dey — hier ein sehr 4hnliches Verhiltnis der Geschwindigkeiten wie bei 

he: der Wirkung der Amylo-phosphatase beobachtet wird, annihernd 

ane | konstant wahrend des Verlaufs der Enzymwirkung. Auch hier ist 

ine die Bildung reduzierenden Zuckers in geringem AusmaBbe meBbar. 


\b- [Diese Ubereinstimmung mag die Auffassung stiitzen, da& Ver- 
fliissigung, Phosphorsiureabspaltung und eine damit irgendwie 
verbundene Freilegung reduzierender Gruppen der Wirkung des 
ke. nimlichen, phosphatatischen Enzyms zuzuschreiben seien. Aber 
die Amylo-phosphatase aus Malz ist, wie der Vergleich ergibt, 


ms 

* fir die Hydrolyse der Stirke-Phosphorsiureester in besonderem 

ig. Mafe geeignet: auf der Grundlage der Spaltbarkeit von Glycero- 

— phosphat verglichen, verlauft die Hydrolyse des Amylo-phosphats 

gt, — durch Amylo-phosphatase mit ungleich gréSerer Geschwindigkeit 

s als die durch Phosphatase aus Niere. 

si, Die durch erschépfende Kinwirkung der Amylo-phosphatase 

a wie der Nierenphosphatase aus Starkekleister gebildeten und durch 
Kliektrodialyse und Alkoholfillung gereinigten phosphorfreien 

*) Vgl. dazu R. Kuhn, Liebigs Ann. 443, 1 (1925). 
ler § ’) Vgl. E. Waldschmidt-Leitz, M. Reichel u. A. Purr, Naturw. 20, 


~04 (1932). 


®) E. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Diese Z. 208, 117 (1981). 
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Spaltprodukte geben mit Jod eine rein blaue Farbung und redu- 
zieren Hypojodit; ihr Reduktionsvermégen, auch nach Umfiallung 
mit Alkohol, entspricht in beiden Fallen einer Kettenlinge von 
36 Glucoseresten. Wenngleich wir die Produkte nicht fiir ein- 
heitlich halten, erscheinen diese Werte bemerkenswert unter Be- 
riicksichtigung der Befunde, daB aus Amylo-amylose, jodbliuender 
Stiirkekomponente, ein krystallisiertes Dextrin von 18 Glucose- 
resten"), aus Erythro-amylose, jodréitender Komponente, anderer- 
seits eine krystallisierte Hexaose*) nach enzymatischem Abbau 
isoliert worden sind. Unter den Bausteinen der Starkemolekiile 
scheinen Teilstiicke aus 6 Glucoseresten oder Vielfache davon 
eine besondere Bedeutung zu besitzen, die Bindungen zwischen 
ihnen eine besondere enzymatische Spaltbarkeit aufzuweisen. Das 
durch Amylo-phosphatasewirkung erhaltene phosphorfreie Dextrin 
ist durch Amylase leicht spaltbar, viel leichter als Stirkekleister. 
Man sollte priifen, ob sich dieses Dextrin noch in Komponenten 
verschiedener Kettenlinge zerlegen lift und iiber welche Zwischen- 
stufen sein Abbau durch Amylase verliuft. 

Fiir die Frage der Bindungsart der Phosphorsiure in der 
Stiirke erscheinen die starke Viscositiitsabnahme bei deren Ab- 
spaltung und das beobachtete Auftreten reduzierender Gruppen 
von Bedeutung. Es ist denkbar, daf die Phosphorsiure in ester- 
artiger Bindung nicht mit nur einer, sondern mit mehreren Glucosid- 
ketten vorliegt, diese so miteinander verkniipfend; die mit ihrer 
Abspaltung verbundene Verkleinerung des Molekiils kénnte so den 
starken Viscosititsabfall teilweise erkliren. Die Bildung redu- 
zierender Gruppen andererseits, wenn wirklich sie sich als zur 
Phosphatasewirkung zugehérig erweist, lieBe auf eine Umlagerung 
in dem beteiligten Zuckerrest infolge der Phosphorsiureabspal- 
tung schlieBen. 


Versuche. 


1. Verfahren der Bestimmung. — Verfliissigung. Zur Er- 
mittlung des Verfliissigungsvermégens von Enzymlésungen maf 
man die Verinderung der Ausflubzeit von Starkekleister aus einem 
Viscosimeter nach Ostwald-Auerbach, das den Vorzug eines 
gleichbleibenden AusfluBniveaus besitzt. Zur Ausschaltung der 
inneren Elastizitét in den verkleisterten Lésungen, deren wechseln- 
der Einflu8 auf die AusfluBgeschwindigkeit in vielen in der Literatur 


’) L. Kohler-Hollander, Diese Z. 228, 249 (19384). 
8) E. Waldschmidt-Leitz u. M. Reichel, Diese Z. 228, 76 (1933/34). 
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beschriebenen Bestimmungsverfabren nicht geniigend beriicksichtigt 
worden ist®), diente ein Druckgefille (Héhe = 108 cm), wie in 
nachstehender Fig. 1 angegeben; zur Konstanthaltung der Tempe- 
ratur in der Ausflu8birette selbst waihrend der Messungen ver- 
wandte man einen Heizmantel, der stiindig mit Wasser von 40° 
aus dem Thermostaten gespeist wurde. 


Bereitung des Stirkekleisters. 12g wasserfreie Kartoffelstirke 
(Superior), bzw. die entsprechende Menge wasserhaltiger Stiirke wurden in 
einem Aluminiumbecher mit 80 ccm kaltem Wasser iibergossen und durch 
Riihren darin fein verteilt; zur Suspension goB man sodann 270 cem kochendes 
Wasser und riihrte wihrend 10 Minuten mit einem Glasriihrer von 3000 Um- 
drehungen in der Minute, wobei die Temperatur des Gemisches durch Er- 
wirmen mit einer kleinen Flamme zwischen 90 und 95° gehalten wurde. 
Die Verkleisterung war dann vollstindig, der Kleister von gut reproduzier- 
barer Viscositit. 

Ausfiihrung der Messung. 55 ccm des frisch bereiteten und auf 
Zimmertemperatur abgekiihlten Kleisters, 5,0 cem n-Acetatpuffer von py = 5,6 
sowie die auf 3,0 ccm mit Wasser verdiinnte Probe der Enzymlésung wurden 
20 Minuten lang im Thermostaten auf 40° vorgewiirmt, sodann wurde durch 
rasches Vermischen derselben die Messung eingeleitet (Kleisterkonzentration 
= 3°/,). Die Enzymwirkung unterbrach man (z. B. nach 10 Minuten) durch 
Zusatz von 7,0 cem 40°/, igen Formaldehyds. Das Reaktionsgemisch wurde 
nunmehr in das Viscosimeter eingefiillt und die Ausflu8zeit von 30 ccm 
desselben zwischen 2 Marken an der Biirette bei 40° (+ 0,1°) beobachtet. 
Fiir die AusfluBzeit des unangegriffenen Kleisters ohne Zusitze mab man 
etwa 65 Sekunden. Bis zu 2stiindiger Aufbewahrung des Kleisters bei 
Zimmertemperatur wurde eine Viscosititsiinderung nicht beobachtet. 


In der nachstehenden Tab. 1 verzeichnen wir die Schwan- 
kungen in der Viscositiit von Kleister aus verschiedenen Beispielen 
der Darstellung; die Tab. 2 und 3 geben die zwischen Dauer der 
Enzymeinwirkung, bzw. Enzymmenge und Abnahme der AusfluB- 
zeit gefundenen Beziehungen wieder. 


Tabelle 1. 
Viscositit von Kleister verschiedener Darstellung. 


(Stirkekleister dargestellt wie oben angegeben; Viscositit gemessen ohne 
Zusiitze bei 40°). 














Darstellung AusfluBzeit (Sek.) 
I 65,6 
IT 65,6 
Ill 64,3 
IV 65,1 





% Vel. dazu T. Chrzaszez u. J. Janicki, Biochem. Z. 256, 252 


(1932/33); J. J. Willaman, E. W. Clark u. O. B. Hager, Biochem. Z. 258, 


94 (1933). 














, -_" - ys ‘ } nf S4+irlralklTaic 
: | : worl g kune at IJeijct 
° + ci. ie T » V7 nit y 
} p rs pa Q 4 4 i { f> hi+ 
y f ~ FT "7. ] hese tat, xT Ten he ’ ’ 
f 
i 
t 
pao} po 
+ | * a 
a ~ 
, 
i , 
re 
i. t | 
f 
f —s 
As 
a pms ha 








2-——> 


l¢ ’ Y 
( Zum dasgu’ 
| , 


= 
» 
& 
é 
; 
3 
é 


+ — = , 








Mo ] 


En ewmmence: nnd Voarfliiasis | 
Anca’ ~ . lah Oo anrercehen Enzyvmnroh mit Wasss 


verdiinnt: Einwirknnesdaner 10 Minu 





Enzymmen:e: | AusfluBzeit {| Abnahn 
' Sekunde: i Sekund: 


inZyvVmMmMeneys und YViscosltat8apnanme ais dalejenige MOZymD 


he unter den Bedingungen unserer bestimmung die Ausi 


C o ccIa elnes Ps, ABC SVICISLe (== Loews 
= 4 ¥ vs) ray ; y €} '; } 7 i? 
OCKUNGeH 1M HesuliivUulbessasatZ) Vel a il 
UA iicl ul La OCKUDGCH LiClaVUseuzs 
3 : ry ; "| } . 
HesZicwuuLlge ii GVWiSVviitii BAVUUaiii ‘ Uc! iXT.UBI L 


AIMYi0-phosphatase-Milniie 


; YC(IZuUuCnaerTuLlye., rAd INOALLD OL 











174 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Karl Mayer, 


lésliche Starke selbst und nicht so weitgehend. Fiir den Nachweis 
von verzuckerndem Enzym neben Amylo-phosphatase war das 
Verfahren geniigend empfindlich. 


© Avnanme d-AustinAysit in Sek, <> 
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. Amylo-phosphatasemenge und Verfliissigung. 


Tabelle 4. 


Verzuckerung von Dextrin (Kahlbaum) und loslicher Stirke 
durch §-Amylase aus Gerste. 
25,0 eem 1°/, ige Substratlésung, 10,0 cem 0,1 mol. Citratpuffer von py = 5,0, 
wechselnde Mengen Enzym; 10 Minuten, 37°. 








Angewandte 
Enzymmenge 








0,125 
0,250 
0,375 


2. Darstellung amylasefreier Amylo-phosphatase. 





Verzuckerung (mg Maltose) von 








Dextrin | léslicher Stirke 
16,0 27,4 
31,0 | 53,8 
41,5 | 73,6 


Die Amylo- 


phosphatase findet sich in den Ausziigen aus Gerste oder 
Malz neben den hier bereits beschriebenen amylatischen En- 
zymen, neben «- und #-Amylase. Die Abtrennung der Amylasen 
von der Amylo-phosphatase gelingt verhiltnismaBig einfach 
auf Grund der Beobachtung, da8 die Amylasen von Kaolin 
als Adsorbens bei maBig saurer Reaktion (p, = 5) vorzugsweise 
aufgenommen werden, so da8 die Amylo-phosphatase schlieBlich 








Weis 
das 


5,0, 
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frei von verzuckerndem Enzym in den Restlésungen der Ad- 
sorption verbleibt. Am zweckmaBigsten erwies es sich, zur Be- 
reitung des Enzyms von den waBrigen Ausziigen ungekeimter 
Gerste auszugehen, welche nur die f#-Amylase in aktiver Form, 
keine aktive a-Amylase enthalten®): bei der Kinwirkung von Ton- 
erde der Sorte Cy (p, = 3,8) auf diese, zur Vorreinigung des 
Enzyms, begleitet eine gréBere Menge der Phosphatase die #-Amy- 
lase in die Tonerdeadsorbate und wird mit dieser daraus durch 
Alkaliphosphat eluiert; dann gelingt die Abtrennung der §-Amy- 
lase in den angeséuerten Elutionen ziemlich leicht durch Kaolin. 
Tabelle 5 beschreibt das Adsorptionsverhalten von Amylo-phos- 
phatase und f#-Amylase in den vorgereinigten Lésungen bei ver- 
schiedenem p,; Tabelle 6 gibt ein Beispiel fir die vollstandige 
Abtrennung der Amylase wieder. 


Tabelle 5. 
Verhalten von Amylo-phosphatase und #-Amylase gegeniiber Kaolin. 


(15,0 cem vorgereinigte Enzymlésung, 36 Am.-P.-(e.) neben 0,203 f-Amy- 
lase-Einheiten enthaltend, mit 16 ccm Kaolinsuspension (= 2,656 g) bei 
po = 5 und 7 behandelt; Verzuckerung bestimmt mit 1,¢@ eem der Ad- 
sorptionsrestlésung, wie in Tab. 4 angegeben; Verfliissigung bestimmt mit 
1,0 cem Lésung, wie friiher beschrieben; Einwirkungsdauer 10 Minuten). 





Ad- Ver- Abnahme d. Insgesamt Adsorb. (°/,) 
sorption | zuckerung | AusfluBzeit | Amy).-| AmylL.- 
bei py | mg Maltose | (Sekunden) Einheit| P.-(e.) | Amyl. | Am.- Phos. 

















12,7 86 | 65 














7 3,6 4,8 0,028 | 
5 2,3 11,8 0,018 | 28,4 91 | 27 
Tabelle 6. 


Darstellung amylasefreier Amylo-phosphatase. 


(100 cem Gerstenauszug (1:5), durch 4stiindige Behandlung bei Zimmer- 

temperatur gewonnen, + 10 ccm n-Acetatpuffer (pg = 3,8) + 20 ccm Ton- 

erdesuspension Cy (= 340 mg AI,0,); Adsorbat eluiert mit 30 ccm 

‘;5mol. Na,HPO,, Elution durch Zusatz von n-Acetatpuffer (8 ccm auf je 

10 cem) auf py = 5,1 gebracht und zuerst mit 32 ccm (= 5,312 g), die Rest- 

lésung sodann mit 16 ccm (= 2,656 g) Kaolinsuspension adsorbiert; Angaben 
bedeuten den Gehalt an Enzym-EKinheiten.] 

















Gerstenauszug. . . 440 4,7 
Tonerderestlésung . 204 0,2 
Tonerdeelution . . 82 0,5 


Kaolinrestlésung . . 69 0 
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3. Wirkungen der Amylo-phosphatase. a) p,-Abhiangigkeit, 
Fir die verfliissigende und fir die phosphorsaiureabspaltende Wirkung de 
der Amylo-phosphatase findet man, wie Tab. 7 belegt, nahezu die K 
nimliche Abhangigkeit von der Wasserstoffzahl; ihr Optimum ent. M 


spricht schwach saurer Reaktion, p,, = 5,6, nur wenig verschieden m 
von dem der «- oder #-Amylase aus Malz. Der Abfall der Akti- A 
vitiits-p,,-Kurve ist, wie Fig. 3 veranschaulicht, bei weitem am M 
ausgesprochensten auf deren alkalischem Ast. A 
7" 

Tabelle 7. D 


Verfliissigung, Phosphorsiureabspaltung und Wasserstoffzahl. 1: 
[110 ccm Kleister + 10 cem n-Acetatpuffer + 6,0cem Enzymlésung; 10 Minuten, 
40°; freie Phosphorsiure kolorimetrisch bestimmt (in 50 cem des Ansatzes, 





























jedoch fiir die Gesamtmenge berechnet. ] ve 

' er —— K 

Abnahme d. AusfluBzeit | Abgespalt. Phosphorsiure ” 

PH ” ZU 
Sekunden mg P,O, i 

4,4 48 0,028 Sl 
5,0 6,6 0,044 
5,6 8,6 0,054 is 
6,2 116 0,010 7 
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Fig. 3. Aktivitéts-py-Kurve der Amylo-phosphatase. 
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b) EinfluB von Amylokinase. Amylokinase, der Aktivator 
der verzuckernden Amylasen im Malz, dessen Bildung bei der 
Keimung der Gerste beobachtet wird®), zeigt keine aktivierende 
Wirkung gegentiber der Amylo-phosphatase. Es ist aber be- 
merkenswert, daB die angewandten, gereinigten Liésungen des 
Aktivators selbst noch eine, wenn auch geringere verfliissigende 
Wirkung gegeniiber Stirkekleister zeigen; mit der Mischung von 
Amylokinase und Amylo-phosphatase beobachtet man dann, wie 
Tab. 8 veranschaulicht, eine Addition der Wirkungen auf Kleister. 
Die Frage wird zu priifen sein, ob wirklich die beobachtete ver- 
fliissigende Wirkung der Amylokinase selbst zukommt oder ob 
sie sich nicht vielmehr von ihr abtrennen lift. Auf eine stiirke- 
verfliissigende Wirkung der Amylokinase wird man die beschriebenen 
Erscheinungen der Amylaseaktivierung durch sie keinesfalls allein 
gurickfiihren kénnen; die T'atsache, daB aus ruhender Gerste die 
v-Amylase in vollkommen inaktiver Form erhalten wird und da 
sie erst durch die gleichfalls nicht verzuckerungsfihige Amylo- 
kinase Verzuckerungsvermégen gegeniiber Amylo-amylose erlangt°), 
zeigt deutlich, daB die beobachtete Wirkung der Amylokinase 
nicht oder nicht nur als die eines stirkeverfliissigenden Enzyms, 
sondern als eine Aktivatorwirkung aufzufassen ist. 


Tabelle 8. 


Amylo-phosphatase und Amylokinase. 
Lisungen frei von Amylase, die der Amylo-phosphatase 1,2 Am.-P.-(e.) im 
ccm enthaltend; Ansatz fiir die Viscositiitsmessung, wie friiher beschrieben; 
10 Minuten, 40°.) 








Angewandt ccm Abnahme d. Ausflubzeit 
Amylo-phosphatase | Amylokinase Sekunden 
0,30 wi 4,6 
0,60 | _ 9,0 
on | 0,10 1,2 
_ | 0,20 2,4 
_ | 0,30 3,8 
0,30 | 0,10 5,6 
0,30 0,30 8,6 
0,60 | 0,10 10,0 
0,60 | 0,20 10,2 
0,60 0,30 9,8 





c) Vergleich der Wirkungen. Bei der Einwirkung von 
Amylo-phosphatase auf Starkekleister geht neben der Verfliissigung 
des Kleisters und der Abspaltung anorganischer Phosphorsiure 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXVI. 13 
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elne geringe, aber gut meBbare und mit der Dauer der Enzym- 
wirkung zunehmende Bildung reduzierender Gruppen einher, 
Wahrend das Verhiltnis der verfliissigenden und der dephosphory- 
lierenden Wirkung wiihrend des ganzen Verlaufs der Spaltung 
annihernd konstant gefunden wird, zeigt die Zunahme der 
Reduktionswirkung demgegeniiber stiirkere Schwankungen, eine 
stéchiometrische Beziehung liBt sich hier nicht ableiten; auch 
mag die Mitwirkung einer geringfiigigen Beimengung von Amylase 
fiir die beobachteten Schwankungen verantwortlich sein. Die 
enzymatische Abspaltung der Phosphorsiiure erreicht in dem in 
Tab. 9 angefiihrten Beispiel einen Kndwert von nahezu 100°), 
des in dem angewandten Stirkekleister gebundenen, nach Elektro- 
dialyse gemessenen Phosphors, die Hydrolyse durch das Enzym 
ist also eine vollstiindige. 1g der angewandten Stirke enthielt, 
nach der Veraschung bestimmt, 1,20 mg P,O,, nach Verkleisterung 
und Elektrodialyse sank der Gehalt auf 1,17 mg P,O, fiir 1¢ 
Trockensubstanz. 


Tabelle 9. 


Verfliissigung, Verzuckerung und Phosphorsiureabspaltung 
durch Amylo-phosphatase. 


[110 ecem Kleister + 10 ccm n-Acetatpuffer von py = 5,6 + 6,0 eem Amylo- 

phosphatase; 40°; Abspaltung der Phosphorsiiure bestimmt in 50 cem (enth. 

1,22 g Trockensubstanz), Verzuckerung gemessen in 10 cem des Ansatzes; 
Angaben beziehen sich auf die Analysenprobe.] 

















Einwirkungsdauer | Abnahme d. Aus- Zunahme Zunahme 
Minuten fluBzeit (Sekunden) mg Maltose mg P,O, 

10 8,8 0,2 0,082 

30 12,4 0,7 0,052 

60 15,2 1,7 0,074 

120 21,4 2,1 0,089 

1440 sai at 0,141 











d) Endprodukte der Dephosphorylierung. Nach er- 
schépfender Einwirkung von Amylo-phosphatase wie auch von 
Nierenphosphatase auf Stirkekleister liBt sich die gesamte vor- 
handene Phosphorsiure durch Elektrodialyse abtrennen. Die 
phosphorfreien Lésungen zeigen ein Reduktionsvermégen ent- 
sprechend einem Gemische von Dextrinen mit durchschnittlich 
36 Glucoseresten; die durch Alkohol aus den Lésungen erhaltenen 
Fallungen, von rein blauer Jodfiirbung und einer spezifischen 


Drehung [a]?°*= — 191,5° in beiden Fallen, weisen das gleiche 
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Reduktionsvermégen auf, auch bei einer einfachen Umscheidung 
mit Alkohol war keine Veriinderung desselben zu bemerken. Wenn- 
gleich die hier isolierten Substanzen noch Gemische von Dextrinen 
mit verschiedener Kettenlinge darstellen werden, erscheint die 
sefundene durchschnittliche MolekiilgréBe doch von Bedeutung 
fiir die Beurteilung der Kettenlinge in der Stirke selbst. 


Tabelle 10. 


Produkte der Dephosphorylierung und Reduktionsvermégen. 


Ansatz: 330 cem Kleister + 30 cem n-Acetatpuffer von p,, = 5,6 + 24 cem 

Amylo-phosphatase; 24 Stunden, 40°; 10,0 cem des Abbaugemisches ent- 

haltend nach der Elektrodialyse 353,8 mg Trockensubstanz; 50 cem (ent- 

haltend 1,769 g) mit 65 eem 96°/,igem Alkohol gefiallt, wiedergewonnen 
1,469 g Alkoholfallung, d. i. 83°/,.] 














Angew.| Verbrauch | ®eduktions- 
Gepriifte Substanz een a wert pro g 
mg ecm 0,1 n-J | cem 0,1 n-J 
Gesamtsubstanz vor d. Siiurehydrolyse | 353,8 1,6 4,52 
* nach d. - 35,4 5,8 153 
Alkoholfillung vor d. ‘“ 86,5 0,4 4,62 
‘ nach d. 99 29,5 4,8 163 


4. Abbau durch Nierenphosphatase. Wie besondere Versuche 
ergeben, wird Starkekleister nicht nur durch Amylophosphatase, 
sondern auch durch Phosphatase aus Niere dephosphoryliert; 
aber die Wirkung des tierischen Enzyms gegeniiber dem Stirke- 
phosphorsiureester verliuft bei der nimlichen Wasserstoffzahl 
(p,, = 5,6) viel langsamer als die der Amylo-phosphatase, wenn 
man dem Vergleich der beiden Enzymwirkungen die Geschwin- 
digkeit der Glycerophosphatspaltung zugrundelegt. Amylophos- 
phatase erscheint also als ein fiir die Dephosphorylierung 
des Stirke-phosphorsiureesters spezifisch geeignetes Enzym. Be- 
merkenswerterweise ist das Verhiltnis der Geschwindigkeiten, mit 
welchen die Dephosphorylierung und die Verfliissigung des Kleisters 
verlaufen, ein Ahnliches fiir Nierenphosphatase wie fiir die Amylo- 
phosphatase; auch bei der Wirkung der amylasefreien Phosphatase 
aus Niere auf den Kleister beobachtet man zugleich mit Ver- 
fliissigung und Dephosphorylierung eine geringe, aber deutliche 
Zunahme des Reduktionsvermigens. Fiir die Annahme, daB diese 
Teilvorginge des Kleisterabbaus in Beziehung zueinander stinden, 
auf ein und dieselbe Enzymwirkung zuriickzufiihren seien, ergibt 


sich aus dieser Erfahrung ein Anhaltspunkt. 
18* 
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Tabelle 11. 


Kleisterabbau durch Nierenphosphatase. 


(Ansatz: 110 cem Kleister + 10 ccm n-Acetatpuffer von py = 5,6 + 6,0 ccm 

gereinigte Nierenphosphatase, frei von Amylase (1,0 cem gegeniiber Glycero- 

phosphat, 1 Stunde: Phosphorsiureabspaltung entsprechend 0,432 mg P,0,); 

Abspaltung der Phosphorsiure bestimmt in 50 ccm (enthaltend 1,22 g Stirke. 

substanz), Verzuckerung in 10 ccm des Ansatzes; 40°; Angaben beziehen 
sich auf die Analysenprobe.] 





























Einwirkungsdauer | Abnahme d. Aus- Zunahme Zunahme 
Minuten fluBzeit (Sekunden) mg Maltose mg P,O, 

30 11,0 0,2 0,049 

60 14,4 0,5 0,067 

120 19,8 0,7 0,092 

600 ae a 0,149 











Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir ergebenst 
fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 
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Uber die Struktur der Protamine. II. 


Strukturaufklarung des Clupeins. 
(Sechste Mitteilung tiber enzymatische Proteolyse’) 


Von 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Ernst Kofranyi. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Juli 1935.) 


Die Aufklarung der Eiweifstruktur suchen wir auf dem Wege 
des fraktionierten enzymatischen Abbaus. Am Beispiele zweier 
einfacher KiweiBkorper aus der Gruppe der Protamine, Clupein 
und Salmin, hat die letzte Untersuchung dieser Reihe die Lésung 
dieser Aufgabe erstmals bestimmter gezeichnet. Inzwischen hat 
die Verfeinerung der enzymatischen Methodik, die Bereitstellung 
einheitlicher Enzyme namlich, weitere Fortschritte gemacht. Sie 
setzt uns in die Lage, heute iiber den Bauplan eines dieser Prota- 
mine, des Clupeins, iiber die Anordnung der Bausteime in ihm 
und iiber ihre Anzahl, also die MolekiilgréBe, eindeutige, gesicherte 
Angaben zu machen. Sie erlaubt eine nahezu vollstandige Auf- 
klarung der Clupeinstruktur. 

Der fraktionierte Abbau des Clupeins wurde eingeleitet durch 
die Einwirkung eines neu aufgefundenen Enzyms aus Pankreas, 
die Protaminase; ihre Wirkung bestand ausschlieBlich in der Ab- 
spaltung freien Arginins vom Carboxylende des Clupeins. Hin 
Fiinftel des Gesamtarginins wurde in Freiheit gesetzt, zwei von 
den Peptidbindungen des Clupeinmolekiils oder ein Vielfaches 
davon gelést, das abgespaltene Arginin durch Arginase oder als 
Flavianat erfaBbar. Auf 2 Argininreste trifft im Clupein wie in 
allen echten Protaminen 1 Monoaminosdurerest; die Mindestzahl 
der das Molekiil aufbauenden Aminosauren ergab sich also zu 15; 
das Mindestmolekulargewicht von 2021, nicht ein Vielfaches davon, 


1) I. Mitteilung: Diese Z. 156, 68 (1926); II.: Ebenda 156, 99 (1926); 
IIl.: Ebenda 166, 262 (1927); IV.: Ebenda 171, 290 (1927); V.: Ebenda 197, 
219 (1931). 
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erschien durch Messungen mit der Ultrazentrifuge und aus anderen 
Uberlegungen weitgehend gestiitzt. Das nach der Protaminase- 
wirkung neben dem abgespaltenen Arginin verbleibende Bruch. 
stiick, als Clupean bezeichnet, das sich als einheitlich erwies, zeigte 
noch aihnliche Eigenschaften wie Clupein selbst. 

Hier setzt die vorliegende Arbeit an. Clupean wird weiter 
abgebaut durch aktiviertes Trypsin, die einheitliche, von 
Peptidase, Protaminase und von Chymo-Trypsin’) befreite Pro- 
teinase aus Pankreas, bis zum Stillstand der enzymatischen Ein- 
wirkung. Hierbei erfolgt die Auflé6sung von 4 Peptid bindungen 
im Molekiil, es sei denn einem Vielfachen davon, doppelt soviel als 
zuvor durch Protaminase. Unter den gebildeten Spaltprodukten 
findet sich kein freies oder durch Arginase spaltbares Arginin. 

Die Zerlegung des Gemisches der Spaltprodukte ge- 
lingt durch Umscheidung aus verdiinntem Alkohol in der Kalte?); 
sie wird kontrolliert und ihr Erfolg beurteilt durch die Bestimmung 
des Quotienten =e in den Fraktionen. Eine geringe Menge 


2 
noch unangegriffenen Clupeans, etwa 1°/, vom gesamten, wird 


zuerst abgetrennt. Dann ergibt die Fraktionierung als Endstufen 
zwei nicht weiter zerlegbare Fraktionen, von kon- 


. N = . . ai 
stantem Quotienten NH = Ctwa 5 fiir die leichter ldésliche, 
aN tig 


=etwa 9 fur die schwerer lésliche; in diese beiden Fraktionen 
gelingt unter geeigneten Bedingungen die Zerlegung des gesamten 
Gemisches der Spaltprodukte. 27°/, des Gesamtstickstoffes be- 
rechnen sich dann fiir die leichter lésliche vom Quotienten 5, 
73°/, fiir die Fraktion vom Quotienten 9. Das entspricht, unter 
Anrechnung des ungespaltenen Clupeanrestes, dem in dem urspriing- 
lichen Gemisch gemessenen Quotienten 8,3. 

Fiir den in der Hauptfraktion gemessenen Quotienten 9 
ist die einfachste Erklarung das Vorliegen eine Gemisches von 
Tripeptiden, bestehend aus je 2 Arginin- und 1 Monoamino- 
siurereste, den Kosselschen Protonen analog. Der Quotient 5 
in der kleineren Fraktion entspricht dem Werte fiir ein Di- 
peptid aus einem Arginin und einem Monoaminosiaurereste oder 
fiir ein Gemisch mehrerer solcher. Die Analyse bestatigt 
diese einfachste Annahme. In der ,,Tripeptidfraktion“ findet man 
88°/,, in der ,,Dipeptidfraktion‘‘ 79,5°/, des Gesamtstickstoffs nach 





1) E. Waldschmidt-Leitz u. S. Akabori, Diese Z. 228, 224 (1934). 
2) Nach Versuchen mit E. Glaser. 











sren 
ase- 
ich- 


iste 


L), 


Uber die Struktur der Protamine. II. 183 


der Saurehydrolyse als Argininstickstoff statt zu erwartender 


88,8 bzw. 80°/,. Der Quotient a 
fillt nach der Hydrolyse mit Saure aud 3,4 (fiir ein Gemisch aus 
8 Monoaminosiuren, darunter ein Prolin, ber. 3,4), der-der ,,Di- 
peptidfraktion™ auf 2,6 (fiir em Gemisch aus 1 Arginin und 1 Mono- 
aminosiure ber. 2,5); die ,,Tripeptidfraktion’’ enthalt ein Drittel 
des Monoaminosdurestickstoffs als Prolin (Quotient nach Ab- 
scheidung des Arginins = 1,5 statt theor. 1,5), die ,,Dipeptid- 
fraktion®“ dagegen kein Prolin (Quotient nach der Entfernung des 
Arginins = 1,1). 

Die Bausteinanalyse ergibt also fiir die ,,Tripeptidfraktion‘ 
das Vorliegen von mindestens 6 Arginin neben 3 Monoaminosiuren, 
darunter ein Prolin, fiir die ,,Dipeptidfraktion‘‘ 1 Arginin auf eine 
Monoaminoséure, aber kein Prolin. Da bei der Hydrolyse des 
Clupeans durch aktiviertes Pankreastrypsin 4 Peptidbindungen im 
Molekiil, wenn nicht ein Vielfaches davon, aufgespalten werden, 
so hat man unter den Spaltprodukten mindestens 5 Bruchstiicke 
zu erwarten. Die einfachste Annahme, zu der das Ergebnis der 
Bausteinanalyse in den beiden Fraktionen fiihrt, ware danach die 
eines Zerfalls des Clupeanmolekils in 3 Tripeptide und 
2 Dipeptide. 

Diese Annahme wird durch die enzymatische Analyse der 
beiden Fraktionen voll bestatigt, sie wird zu einer eindeutig ge- 
sicherten Feststellung. Die ,,Tripeptidfraktion“ wird durch Amino- 
Polypeptidase nicht angegriffen; dies besagt, daf sie keine Tri- 
peptide mit amino-endstindigem Monoaminosiurerest enthilt; 
denn nach allen iiber die Spezifitét dieses Enzyms vorliegenden 
Erfahrungen sollten solche Peptide spaltbar sein. Die Fraktion 
enthalt auch kein freies Arginin, Arginase, von proteolytischem 
Enzym befreit, findet man darauf ganz ohne Wirkung?). Allem 
Anschein nach gehért also die freie Aminogruppe der Peptide in 
dieser Fraktion einem Argininreste an. Aber auch am Carboxylende 
dieser Peptide steht ein Argininrest; dieser wird durch Carboxy- 
Polypeptidase abgespalten. Man findet nimlich in dem Peptid- 


1) Entgegen den Beobachtungen von K. Felix, K. Dirr u. A. Hoff 
[Diese Z. 212, 50 (1932)] finden wir Arginase, frei von proteolytischem Enzym, 
auch von Protaminase, ohne jede Wirkung auf Clupein, sei es bei px = 8, 
sei es bei alkalischerer Reaktion. Die entgegenstehenden Befunde der an- 
gefihrten Forscher sind vielleicht auf eine Beimengung von Protaminase 
zuriickzufiihren, deren Gegenwart auch in unseren Versuchen das Auftreten 
arginase-spaltbaren Substrates, d. h. die Abspaltung von Arginin, bewirkte. 


der ,,Tripeptidfraktion“ 
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gemisch die Halfte der vorhandenen Peptidbindungen durch 
Carboxy-Polypeptidase spaltbar und nach der Eimwirkung dieses 
Enzyms eine genau entsprechende Menge von arginasespaltbarem 
Arginin; die Halfte des Gesamtarginins der Fraktion wird also 
durch Carboxy-Polypeptidasewirkung als freies Arginin abgespalten. 
In dem nach der Einwirkung der Carboxy-Polypeptidase ver- 
bleibenden Gemisch sind nur zwei Drittel der vorhandenen Peptid- 
bindungen, also 2, durch polypeptidasefreie Dipeptidase spaltbar; 
dieses Verhalten wird einfach durch die Tatsache erklart, daB eine 
derselben tertiér gebundenen Stickstoff enthalt, emem Arginy]- 
prolin angehort. Die ,,Tripeptidfraktion‘’ besteht nach allem aus 
einem Gemisch dreier Tripeptide, je mit amino- und carboxy]- 
endstiindigem Arginin, deren eines Prolin enthalt: 


A-M-A+A-M-A+A-P-A 
(A = Arginin-, P = Prolin-, M = aliphatischer Monoaminosaurerest). 


Auch die Reihenfolge der Bausteine in der ,,Dipeptidfraktion“ 
ist durch enzymatische Analyse bestimmbar. Auch diese Fraktion 
enthalt kein arginasespaltbares, also auch kein freies Arginin. 
Durch polypeptidasefreie Dipeptidase werden sémtliche in der 
Fraktion vorhandenen Peptidbindungen geldést, es sind also nur 
Dipeptide vorhanden. Nach der Bausteinanalyse trifft in der 
Fraktion 1 Arginin auf 1 Monoaminosiure, sie enthalt kein Prolin. 
Es ergeben sich also fiir die Zusammensetzung der darin enthaltenen 
Dipeptide nur folgende vier Méglichkeiten der Verkniipfung: 
A— A, A—M, M—A und M — M, das Aminoende links, das 
Carboxylende rechts gedacht. Zwischen diesen Méglichkeiten ent- 
scheidet das Ergebnis der Spaltbarkeit durch Carboxy-Poly- 
peptidase. Dieses Enzym vermag nur die Halfte der vorhandenen 
Peptidbindungen in der Fraktion zu zerlegen und nach seiner Ein- 
wirkung findet man andererseits eine entsprechende Menge, namlich 
die Halfte des insgesamt vorhandenen Arginins, durch Arginase 
spaltbar. Dieser Befund entscheidet zugunsten der Zusammen- 
setzung des Peptidgemisches aus gleichen Teilen A — M und 
M — A, von welchen nur das letztere durch Carboxy-Polypeptidase 
zerlegbar ist. Denn beim Vorliegen eines Peptidgemisches aus 
gleichen Teilen A — A und M— M miiBte nach der Aufldsung 
einer Peptidbindung durch Carboxy-Polypeptidase entweder gar kein 
oder aber das gesamte vorhandene Arginin arginasespaltbar werden. 

Das Gemisch der Spaltprodukte, in welches das Clupean unter 
der Einwirkung des aktivierten Trypsins zerfallt, ist damit in 





set: 
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8 Tripeptide und 2 Dipeptide der nachfolgenden Zusammen- 
setzung aufgelést: 


Re fa Ra 


be a ba fe 
SURE 


M-A 


Ihre Verknipfungsweise zum Molekil des urspriing- 
lichen Clupeans ergibt sich aus dieser Zusammenstellung ohne 
weiteres von selbst; sie erfolgt offenbar in der nachfolgenden Weise: 
?.048 <0» 060 «8 1042-2 - 444-2 — 

—M-A-A-M-A-A-M-A-A-P-A-A-M, 
wobei nur die Stellung des prolinhaltigen Tripeptidrestes im 
Molekil hier willkiirlich gewahlt und noch nicht zu bestimmen ist. 
Diese ist die einzige Art der Verkniipfung, aus welcher sich ein 
einheitliches Prinzip fiir die Wirkungsweise des aktivierten Trypsins 
ergibt. Aktiviertes Trypsin spaltet danach die Peptid- 
bindungen zwischen 2 Argininresten im Innern der 
Peptidkette. Diese Ansicht tiber die Wirkungsweise der 
,l[rypsinkinase“’ beim Protaminabbau hat bereits K. Linder- 
strém-Lang!) auf Grund theoretischer Betrachtungen iiber das 
Leistungsverhaéltnis der einzelnen proteolytischen Enzyme aus- 
gesprochen; seine Voraussage findet in den Befunden aus der vor- 
liegenden Arbeit eine schéne experimentelle Bestatigung. 

Diese Feststellung tiber die Wirkungsweise des Pankreas- 
trypsins ist besonders zu beachten; denn es zeigt sich hier, daB 
auch die Spezifitét einer echten Proteinase, ebenso wie die der 
Peptidasen, allein durch Natur und Anordnung der Bausteine in 
einem Peptid bestimmt wird, daB auch das Trypsin Peptidbindungen 
in offenen Peptidketten zerlegt. Die Annahme, der Angriff des 
Trypsins beziehe sich auf eine besondere ringformige Struktur im 
KiweiB, die éfter diskutiert wurde*), wird dadurch iberflissig; 
nach allen Erfahrungen, die wir iiber die ausgepragte Spezifitat 
peptidspaltender Enzyme besitzen, ist es unwahrscheinlich, daf 
ein und dasselbe Enzym sowohl Peptidbindungen in offenen Pep- 
tiden als auch in Dioxopiperazinringen zu lésen verméchte. An- 
gaben iiber die Spaltbarkeit von carboxylsubstituierten Dioxo- 








1) Erg. Physiol. 35, 455 (1933). 

2) Vgl. u.a. E. Waldschmidt-Leitz u. A. Schaffner, Chem. Ber. 
58, 1856 (1925); M. Bergmann, L. Zervas u. H. Koster, ebenda 62, 
1901 (1929). 
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piperazinen durch Trypsin, die neuerdings veréffentlicht wurden}), 
haben sich in eigenen Versuchen?) in keinem Fall bestatigen lassen, 
Der Unterschied zwischen Peptidase einerseits und Proteinase 
andererseits wird weniger scharf; er verwischt sich mit der Er- 
kenntnis, daB ein offenes Peptid wie das Clupean, nicht einmal 
hochmolekular, in charakteristischer Weise durch Trypsin zer- 
lect wird. 

Dies gilt auch fiir eine zweite typische Proteinase, das Chy mo- 
Trypsin aus Pankreas, em Enzym von spezifischer labender 
Wirkung gegeniiber Casein*). Aus einer demniachst zu ver6ffent- 
lichenden Untersuchung des einen von uns mit E. Glaser sei 
hier mitgeteilt, da& das Chymo-Trypsin die Halfte der durch 
aktiviertes Trypsin lésbaren Bindungen im Clupean, néamlich 
2 Peptidbindungen, zu spalten vermag, also gleichfalls Peptid- 
bindungen im Innern der Peptidkette zwischen 2 Argininresten. 
Die beiden iibrigen Arginyl-argininbindungen im Clupean bleiben 
auch nach der erschodpfenden Einwirkung des Chymo-Trypsins 
spaltbar durch Trypsin; hier liegen also noch niedriger molekulare 
Trypsinsubstrate vor als im Clupean selbst. Die Isolierung der 
Spaltprodukte nach der Hydrolyse mit Chymo-Trypsin allein, die 
in Angriff genommen ist, wird, wie wir hoffen, iiber die spezifische 
Aneriffsweise dieses Enzyms wie iiber die Reihenfolge der ein- 
zelnen Monoaminosauren im Clupean weiteren Aufschlu8 geben. 
Aus der Isolierung der Tripeptid- und der Dipeptidfraktion unter 
den Trypsinspaltprodukten des Clupeans in dem festgestellten 
Mengenverhaltnis und aus ihrer Kennzeichnung ergibt sich zwingend 
die angefiihrte Reihenfolge der Aminoséurebausteine fiir das 
Clupean; und es ergibt sich daraus eindeutig das einfache, 
niedrigstmégliche Molekulargewicht. Ergainzt man die 
Formel des Clupeans durch Anreihung der durch Protaminase 
aus Clupein abgespaltenen beiden Argininreste am Carboxylende, 
so gelangt man zu der folgenden Formel fiir das Clupein: 


M-A-A-"M-A-A-"M-A-A-P-A-A-M-A-A. 


Hierfiir gilt die gleiche, bereits oben erérterte Einschrinkung, 
daB die Stellung des Prolinrestes noch unsicher ist; mit der gleichen 





1) T. Ishiyama, J. of Biochem. 17, 285 (1933); K. Shibata, Acta 


phytochimica 8, 173 (1934); J. Matsui, J. of Biochem. 20, 141 (1934); 
vgl. auch Y. Tazawa, Acta phytochimica 8, 331 (1935). 

2) Nach einer demniachst zu veréffentlichenden Untersuchung mit 
M. Gartner. 

8) M. Kunitz u. 8. H. Northrop, Science 78, 558 (1933). 
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Wahrscheinlichkeit kann das Prolin die Stelle einer der beiden 
anderen, in der Formel angemerkten Monoamuinosidurereste ein- 
nehmen. 

Hin hoéheres als das der obigen Forme! entsprechende Molekular- 
cewicht von 20214), z. B. ein Vielfaches desselben, ist, wie eine 
einfache Uberlegung ergibt, unvereinbar mit dem gefundenen Ver- 
haltnis von Tripeptid und Dipeptid unter den tryptischen Spalt- 
produkten des Clupeans und mit der verhaltnismaBigen Leistung 
des Trypsins beim Abbau. Dies gilt z. B. fiir die Annahme des 
doppelten Molekulargewichts und der abwechselnden Aufeinander- 
folge von je 2 Monoaminosiure- und je 4 Argininresten im Molekiil; 
die Hydrolyse von 8 Peptidbindungen in dem emer solchen Formel 
entsprechenden Clupean wiirde in jedem Falle einen betrachtlichen 
Anteil an héherem Peptid, wenigstens einem T'etrapeptid, ergeben. 

Auch die von K. Felix, R.Hirohata und K. Dirr?) er- 
jrterte Formel, nach welcher im Clupein Protone der Zusammen- 
setzung M—A—A_ mit solchen der Zusammensetzung 
A — A —M abwechseln sollten, ist mit unseren Ergebnissen iiber 
die enzymatische Spaltbarkeit der isolierten Tri- und Dipeptid- 
fraktionen nicht vereinbar. Die von diesen Forschern beschriebene 
Isolierung eines Triarginylargininpikrates bleibt allerdings noch 
ungeklart; sie wire nur mit einem abweichenden Aufbau des ver- 
wendeten Clupeins zu erkliren, das nicht wie das bei unserer 
Untersuchung verwendete durch Umscheidung in der Kéalte 
vereinigt, sondern durch Fraktionierung von Methylester-chlor- 
hydrat aus Rohclupein bereitet war. 

Die Aussage des Molekulargewichtes von etwa 2000 fir 
das Clupein, die sich aus unseren Befunden ergibt, macht eine 
Diskussion auch mit anderen, scheinbar entgegenstehenden Beob- 
achtungen der Literatur erforderlich. Diese Aussage erschien 
bereits in der vor Jahren veroffentlichten 5. Mitteilung dieser 
teihe gestiitzt durch das Ergebnis der Molekulargewichtsbestim- 
mung mit der Ultrazentrifuge nach Th. Svedberg und B. Sj6- 
gren3). Inzwischen aber sind K. E. Rasmussen und K. Linder- 
strém-Lang4) auf Grund der elektrometrischen Titration der 
freien Carboxylgruppen zur Annahme eines doppelten Molekular- 


1) Vgl. die 5. Mitt. dieser Reihe, und zwar S. 222ff. 
*) Diese Z. 218, 269 (1933). 

3) Vgl. die 5. Mitt. dieser Reihe, und zwar S. 223. 
4) Diese Z. 227, 181 (1934). 
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gewichtes, 4000—4100, gelangt, sowohl fiir besonders gereinict, 
Clupeinfraktionen!) wie auch fiir ein nach der von uns zur Igo 
herung aus der Spermamasse angewandten Methode bereitete 
Praparat. Allem dieser Widerspruch zwischen den Ergebnisser 
unserer Untersuchungen und den aus der Carboxylbestimmung er 
mittelten scheint emer einfachen Erklarung zuganglich. Bemif 
man die Kettenlange des Clupeins nach der Menge der reaktion; 
fahigen Aminogruppen nach van Slyke, so gelangt man gleich 
falls zu einem hoheren Molekulargewicht wie dem einfachen; de 


Quotient NH, 
Beteiligung von 10 Arginin- und 5 Monoaminosdureresten am Au! 
bau zu erwartenden von 45. Es hat daher den Anschein, daB 
eine freie Amino- und Carboxylgruppe durch eine engere Assoziation 
je zweier Clupeinketten maskiert wird. Denn auch die friiher vor 


N 
uns zur Deutung des hohen Quotienten vw Vertretene An 
: 2 
nahme?), daBh die Peptidkette des Clupeins durch die NH-Grupy: 
eines Prolinrestes erdffnet werde, ist mit den jetzt gesicherte: 
Erkenntnissen tiber die Struktur des Molekiils nicht mehr vereinba: 


des Cluneins betrict etwa 100 statt des bei eine: 
P 


Die Erscheinung einer verminderten Reaktionsfahigkeit de 
endstandigen Carboxyl- und Aminogruppen im Clupein, auch noci 
im Clupean*), abhangig vielleicht von dem Vorliegen einer ge 
wissen Kettenlinge, ware sehr beachtenswert; wir beabsichtigen 
sie weiter zu verfolgen. 


Fur die vollsténdige Aufklarung der Struktur des Clupein: 
dessen Bauplan durch die Ergebnisse der vorliegenden Unte: 
suchung im wesentlichen ermittelt erscheint, ist noch die Angali 
der Reihenfolge der einzelnen Monoaminoséuren im Molekii 
erforderlich. Wir werden diese Aufgabe in Angriff nehmen eine! 
seits durch die Isolierung und chemische Beschreibung der einzelne1 
in dieser Arbeit angefihrten Spaltprodukte in einheitlicher Form 
andererseits unter EKinschaltung weiterer proteolytischer Enzym« 
in den Gang der Hydrolyse; denn die Zuhilfenahme der enz) 
matischen Analyse hat sich an dem vorliegenden Beispiel vor 
allem als forderlich erwiesen. Dann ergibt sich ein weites Gebie 


{ 


der Forschung in der Richtung des Vergleichs des Clupems mi 


') Vel. K. EH. Rasmussen, Diese Z. 224, 97 (1933/34). 
*) Vgl. die 5. Mitt. dieser Reihe, und zwar §. 221. 
3) 5. Mitt., S. 222. 
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den anderen, fhnlichen Protaminen und mit den Vorstufen seiner 
ntwicklung bei der Reifung der Spermatozoen! 
‘hromosomen und der- 


Zwischen der Zusammensetzune der | 
jenigen der Spermatozoenképfe, und zwar ihres EiweiBanteils, 
hestehen offenbar Beziehungen?). So bereitet die vergleichend« 
Strukturaufklarung der Protamine den Boden fiir eine chemische 


rforschung erbbiologischer Probleme. 


Versuche. 


1. Hydrolyse von Clupean mit aktiviertem Trypsin. Das zu det 
Versuchen, verwendete Clupeinsulfat war nach dem friiher*) beschriebene1 
fahren durch haufige Umscheidung aus waBriger Lésung in der Kalts 
mu konstantem Quotienten N: NH, gereinigt. Der Abbau zum Cilupeat 
ittels Protaminase und die Abtrennung des dabei abgespaltenen Arginin 
erfolete gleichfalls, wie in der 5. Mitteilung angegeben. Da die Protaminas: 
h einem neueren Verfahren*) durch Fallung mit Eieralbumin von Pro 
inase befreit war, wurde das gewonnene Clupean zur Entfernung von geringe! 
Viengen beigemischten Albumins gleichfalls einer Umscheidung in der Kalt 
wiBriger Lésung unterworfen, die bis zum Verschwinden der Millonschen 
Reaktion durchgefiihrt wurde. Der Quotient N: NH. des gereinigten Clu 
peans betrug 100. 

Das zum Abbau des Clupeans verwendete Pankreastrypsin war fr 
von allen Peptidasen und von Protaminase, auch von Chymo-Trypsin® 
37,0 g Clupeansulfat (enthaltend 20,1°/, Stickstoff), in Wasser gelést, wurde! 
mit 200 ccm aktivierter Trypsinlésung [mit 100 T.-(e.)| vermischt und di 
Mischung durch Zusatz von n-NaOH auf pr = 8,0 gebracht, sodann mit 
Wasser auf 1850 ccm aufgefillt und im Thermostaten von 30° belassen. Der 
Abbau war nach 4 Stunden beendet; auch nach nochmaligem Zusatz de! 
aliquoten Trypsinmenge zu einer Probe des Reaktionsgemisches war kein: 
weitere Hydrolyse zu beobachten. In 5,0 ccm der Mischung (entsprechend 
0.10 g Clupeansulfat) maf man nach van Slyke einen Zuwachs entsprechen: 
3 mg NH,-Stickstoff. 

2. Fraktionierung der Spaltprodukte. Die Fraktionierung wurd 

r Gewinnung der schwerer léslichen Fraktionen durch Abscheidung de! 
waBrigem Alkohol (33—40°/,igem) in der Warme etwa zur Sattigung 
gelésten Substanz beim Abkiihlen vorgenommen, wahrend sich zur Darstellung 
der leichter léslichen Fraktionen aus den Mutterlaugen die Faliung durch 
Zusatz von Alkohol, bei gleichbleibender Temperatur, besser bewahrte; di 
schwerer léslichen Fraktionen schieden sich aus den alkoholhaltigen Losunger 
beim Abkihlen meist in éliger Form ab, so wie es fiir das Clupein und Clupean 
rein waBrigen Lésungen bekannt ist. Die Fraktionierung wurde in enge! 


1) Vel. A. Kossel u. E.G. Schenck, Di Z. 148, 27 (1927 
r Schenck, Naturw. 18, 824 (1930 
Vel. dazu H. v. Euler u. G. Schmidt, Diese Z. tuo, 92 (1954) 
%) 5. Mitt., Diese Z. 197, 225 (193] 
4) KE. Waldschmidt-Leitz u. E. Kofranyi, Diese Z. 222, 148 (1933 


tal Nh 8 a ay gee ne ge Ay aS a wae - ig ih 
5) Nach E. Waldschmidt-Leitz u. S. Akabori, Diese Z. 228, 224 





































Ernst Waldschmidt-Leitz und Ernst Kofrany1, 


190 


hohen Standzylindern ausgefiihrt; ihr Ergebnis wird in nachstehender Tabelle 
veranschaulicht. 
Tabelle 1. 
Fraktionierung der Spaltprodukte. 
[Angaben bedeuten: Qu. = Quotient N:NH,; A. = Ausbeute in °/, (auf 
Stickstoff berechnet); angewandt 10,0g Ausgangsmaterial (enthaltend 
2,198 g Stickstoff); erste Umscheidung vorgenommen durch Lésen in 50 ecm 
33°/,igem Alkohol von 40° und Abkiihlen auf 0°, Abtrennung der Gligen 
Fraktion nach dem Stehen iiber Nacht; élige Fraktion noch 7mal der nim. 
lichen Umscheidung unterworfen, in jeweils 20 ccm 33°/,igem Alkohol gelist; 
Fraktionierung der vereinigten Mutterlaugen nach dem Einengen im Vakuum 
bei 30° mit 33- bis zu 50°/,igem Alkohol durchgefiihrt; Gesamtverbrauch an 
Substanz fiir die Ausfiithrung der Analysen berechnet zu 10,2°/,.] 
Ausgangsgemisch 
Qu. = 8,3 
nach 8 maliger Umscheidung: 


i 





a» MM 
Fraktion I Ver. Mutterlaugen 
Qu. = 12,1 n. 10 mal. Umscheid. (33 °/, iger Alkohol) 


A. = 24,4°/, 


n. 8mal. Umscheid. 
(33 °/,iger Alkohol) 





>t 
Fraktion II Ver. Mutterlaugen 


Qu. = 9,2 








n. 4 mal. Umscheid. (40°/, iger Alk@- 
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( 
( 
( 








x M (konstant) nine a 

Fraktion VI ‘Ver. Mutterlaugen A= 14,7%, i “A 
Qu.=26 n.8 oni Genin Fraktion III Ver. Mutterlau 
A. = 1,7, (33%, iger Alkohol) Ga = 65 a. émal. Unit 

dide ws | (konstant) (50 °/, iger Alko@: 

y is Y_—, A. = 11,7, a+ Ingeti 
Fraktion VII Fraktion VIII Fraktion IX '‘Wiit timo 
A. = 10,6°/, (konstant) (konstant) Pygea 13 « + ke = = Birginas 

A. = 4,0%, A. = 8,8°/ aa le Se 
—— ee A. = 18,5, 8. Tripe 


3. Analyse der Fraktionen. Die in dem oben angefiihrten Beispiel 
erhaltenen Fraktionen von konstant bleibender Zusammensetzung, Fraktion II, 
Ill, VIII und IX, welche einen ahnlichen Quotienten N: NH, (= etwa 9) 
aufwiesen, wurden vereinigt; sie werden nachstehend als ,,Tripeptidfraktion“ 
bezeichnet, wahrend Fraktion V, vom konstanten Quotienten 5,2, als ,,Di- 
peptidfraktion“ im folgenden benannt sei. 

Die Ergebnisse der mit den Fraktionen vorgenommenen Bausteinanalyse 
sowie der enzymatischen Analyse finden sich nachstehend in den Tabellen 2 
und 3 verzeichnet. 

Tabelle 2. 
Bausteinanalyse der Fraktionen. 


(Hydrolyse, vorgenommen mit einer Substanzmenge entsprechend 84,5 mg 
bzw. 87,0 mg Stickstoff der ,,Tripeptid-“, bzw. der ,,Dipeptidfraktion“, und 
zwar durch 48stiindige Einwirkung von 6,0 ccm konzentrierter HCl bei 130 
bis 140°; Argininbestimmung nach dem Entfernen der Salzsiure durch mehr- 
maliges Abdampfen mittels Abscheidung als Flavianat ausgefiihrt; zur Er- 
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mittlung vorhandenen Prolins Flaviansiure aus der Mutterlauge vom Arginin- 
flavianat durch Ausschiitteln mit Butylalkohol entfernt.) 








aus Hefe; 


Quotient N: NH, vor der Hydrolyse 
Quotient N: NH, nach der Hydrolyse ..... 
Quotient N: NH, nach Entfernung d. Arginins 
Gehalt an Argininstickstoif (°/9) 


OS &: 6 a eS 





Tabelle 3. 

Enzymatische Spaltbarkeit der Fraktionen. 
[Angewandte Amino-polypeptidase aus Darmschleimhaut von den bekannten 
Peptidasen und Proteinasen befreit; polypeptidasefreie Dipeptidase gewonnen 


,» Lripeptid- 
fraktion“ 


9,0 
3,4 
1,5 
88,0 





,,Dipeptid- 


fraktion“ 


Carboxy-polypeptidase von den anderen Peptidasen und Trypsin 


befreit, nur Spuren von Protaminase enthaltend; Arginase aus Leber von 
allen Peptidasen und von Proteinase getrennt!); Spaltungen durchgefihrt 
bis zum Stillstand der Einwirkung, durch erneute Enzymzugabe in jedem 
Falle sichergestellt; jeweils optimale Wasserstoffzahl, 30°; AusmaB der Hydro- 
lyse bestimmt nach dem Verfahren von van Slyke fiir die Peptidasen, nach 
der manometrischen Methode von H. A. Krebs?) fiir die Wirkung der Arginase; 





Ingetrenntes Gemisch: 
Amino-polypeptidase . 
\rginase 


Tripeptidfraktion*: 
Dipeptidase . 
arboxy- polypeptidase 










\rginase 


.Dipeptidfraktion*: 
Dipeptidase . ; 
Carboxy- polypeptidase 
Arginase bi 

Arginase n. Carb. -polypept. 


\rginase nach Carb. -polypept. 


ipept. nach Carb.-polypept. 


Arginase nach Carb. -polypept. 








Zuwachs | Bin- 
Angew. Angew. 
. mg dungen 

mg N | NHN |gesp.(°/.)| ™® 
21,5 0 0 — 
~ — - 5,52 
sai ae - 7,55 
12,2 0 0 

21,1 2,4 50 

11,8 0,8 30 — 
= soit — 4,60 
ae “ es 3,14 
11,7 2,3 100 — 
11,8 1,2 50 ~~ 
= _ - 6,44 
sid sas — 6,44 





Angaben beziehen sich auf die Analysenprobe. |] 








Zuwachs 
Argi- 
nin—N 





Freies 
Arginin 
Vo 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sowie der Rockefeller- 
younnetion danken wir ergebenst fur die zur Verfiigung gestellten Mittel. 


1) Nach einem noch unveréffentlichten Verfahren des einen von uns 
2) Diese Z. 210, 33 (1932). 


mit R. Junowicz. 
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Vergleichende Untersuchungen iiber colorimetrische 
und jodometrische Glutathionbestimmung. 


Von 


Kurt Uhlenbroock. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Rostock.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. August 1935.) 





In einer vorangehenden Veréffentlichung von Wachholder, 
Anders und Uhlenbroock?), iiber eine titrimetrische Bestim- 
mung des Gehaltes tierischer Gewebe an reduziertem Glutathion, 
wurde schon die Kontrolle der so gewonnenen Ergebnisse mittels 
eines colorimetrischen Verfahrens angekiindigt. Hieriiber sei im 
folgenden genauer berichtet. 

Benutzt wurde die Nitroprussidnatriumreaktion nach dem 
von Bierich und Rosenbohm?) angegebenen Verfahren*); doch 
wurde dieses nicht unwesentlich modifiziert. Einmal muB8te fiir 
das KCN nach einem Ersatz gesucht werden, da unsere Gewebs- 
extrakte wegen der EnteiweiBung mit Sulfosalicylsiure, anstatt 
mit der von Bierich und Rosenbohm genommenen Wolfram- 
siure, viel saurer waren und eine vermehrte Zugabe von KCN 
erforderlich gemacht hatten. Bei gréBeren Mengen von KCN war 
aber nach Berger, Peters und Kurz*) eine Zerstérung des 
Gewebsglutathions zu befiirchten. Daf eine solche tatsichlich 
stattfindet, ergibt sich aus dem raschen Abblassen der erhaltenen 
Farbe. Es fand sich nun, daf, wenn man das fir die Farbreak- 
tion erforderliche alkalische Milieu durch Na,CO, anstatt durch KCN 
herstellt, die Zerstérung in allen untersuchten Organen mit Aus- 
nahme von Thymus und Niere so langsam einsetzt, daB die er- 
haltene Farbintensitit iiber 1 Minute bleibt. Bedient man sich 
statt der sonst benutzten Colorimeter des kiirzlich von B, Lange‘) 





*) Herrn Professor Bierich sei auch an dieser Stelle fiir freundliche 
Aufnahme in seinem Institut und fiir Einfiihrung in die Methode herzlichst 
gedankt. 
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herausgebrachten lichtelektrischen Colorimeters, so geniigt diese 
Zeit reichlich zur Ablesung, da diese mit dem Apparat bei einiger 
Ubung in lingstens 15 Sekunden nach Zusatz der Fliissigkeiten 
zur Kiivette zu erledigen ist. AuBerdem hat man bei diesem Colori- 
meter noch den groBen Vorteil der Ausschaltung des variablen 
subjektiven Faktors, welcher die colorimetrischen Bestimmungen 
sonst so leicht triibt. 

Bei der Aufstellung einer Eichkurve mit reinen Lésungen 
von Glutathion (Hoffmann-La Roche) wurden Werte erhalten, 
die innerhalb eines Extinktionsbereiches von 0,07—0,7 recht genau 
auf einer Geraden lagen. Diese Gerade geht aber, da das zu- 
gesetzte Nitroprussidnatrium schon eine gewisse Extinktion ver- 
ursacht, nicht durch den Nullpunkt. Der genannte Extinktions- 
| bereich entspricht bei der von uns sonst geiibten Verarbeitung 
10fach verdiinnter Gewebsextrakte und bei einer Schichtdicke 
von 1 cm einem Originalgehalt von 4,5—100 mg-°/, an redu- 
ziertem Glutathion. Bei héherem Gehalt beginnt sich die Kurve 
zu kriimmen. Deshalb wurden, um im optimalen Bereiche zu 
bleiben, vorsichtshalber stets 20 fach verdiinnte Gewebsbreie 
| untersucht, bei der Leber sogar 30—60fach verdiinnte. Bei 
einem Gehalt von weniger als 4,5 mg-°/, GSH benutzt man zweck- 
| maiBigerweise die dem Apparat beigegebenen groBen Kiivetten 
mit 38cm Schichtdicke. Dies kommt aber bei Siugetiergeweben 
kaum in Frage. 

Im einzelnen wurde folgendermaBen verfahren: Je 10 cem der nach 
Quensel und Wachholder’) hergestellten verdiinnten Gewebsextrakte 
werden mit je 7,5g Ammonsulfat gesittigt. Dieses lést sich unter zeit- 
| weisem Schiitteln bis auf Spuren, die abfiltriert werden. In diesen Spuren 
| wird die hiufig auftretende stérende Triibung und Eigenfiirbung der Ge- 
_ websextrakte meist restlos niedergeschlagen. 9 ccm des Filtrats werden in 
eine Kiivette von 1cem Schichtdicke und 11 ccm Fassungsvermégen ge- 
bracht, mit 1,5 cem gesittigter (24°/, iger) Na,CO,-Lésung leicht alkalisch 
gemacht und mit 0,4 cem einer stets frisch bereiteten 5°/, igen Nitroprussid- 
natriumlésung versetzt. Der Zusatz der letzten beiden Fliissigkeiten erfolgte 
gleichzeitig durch 2 Personen. Kurzes Umschiitteln und Feststellung der 
Extinktion gegeniiber destilliertem Wasser, Multiplikation des aus der 
Eichkurve hervorgehenden Glutathiongehaltes entsprechend der mehr als 
10 fachen Verdiinnung des Extraktes. 

Nach diesem colorimetrischen Verfahren und nach dem in ?) 
beschriebenen titrimetrischen wurden nunmehr sowohl an reinen 
Glutathionlésungen als auch an tierischen Geweben vergleichende 
Bestimmungen angestellt. Die wesentlichsten Ergebnisse sind aus 
der Tabelle ersichtlich, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXVI. 14 
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Tabelle. 





Gefunden mg-°/, Glutathion 
Analysiert mah Pao! Tierart 
titrimetrisch | colorimetrisch 







































































80 mg-°/, Glutathionlésung . 78—81,5 | 78—84 
Muskeln: 
me «wk Seo @ eS 73 74,7 Hund 
58 56—58 Kaninchen 
Semimembranos. (nicht ton.) 37—38 39 ” 
Semitendinosus (tonisch) . 115 112 . 
Gastrocnemius . ... . 38 40 Katze 
eee eee 69 74 ~ 
Glatter Muskel (Magen). . 65 67 Kaninchen 
esc es en eS ee 8 4] 40,5—42 Kaninchen | 
53,5 49—51 Meerschwein | 
36 | 40—41 Mensch 
Lunge. ...... - 42,5 | 42 - | _ Hund 
a eee ee ae ee 59 | 62 Hund 
58—69 | 65—68 Kaninchen 
Riickenmark. . ... . 47,5 | 53 Katze 
| ee a a 103—106 78—81 junger Hund 
| |} 79-88 | 8465 a 
Niere . 60—95 | 40 Katze 
aa _ ft 99 | 68—T5 Hund 
Leber . ...... . | 269--273 | 218—294 Kaninchen 
197 199 Hund 
359 | 327 Meerschwein 








Wie man sieht, wurde der Gehalt reiner Glutathionlésungen 
bei beiden Methoden innerhalb der gleichen engen Fehlergrenzé¢ 
von wenigen Prozent wiedergefunden. Bei Muskeln, Blut und 


I 





Lunge stimmen die erhaltenen Werte so gut iiberein, wie da 
bei Anwendung zweier verschiedener Methoden nur -erwarte 
werden kann. Fiir diese Gewebe werden also die friiher in 7) an 
gegebenen Werte des GSH-Gehaltes und auch die spezifische 
Unterschiede darin voll bestitigt. Dies trifft vor allem fir de 
Unterschied zwischen ,,nicht tonischer“ und ,,tonischer“ Muskulatu 
za [Wachholder und Quensel®)|. Beim Zentralnervensysten 
ist die Ubereinstimmung nicht ganz so gut; hier liegen die colori. 
metrischen Werte merkwiirdigerweise meist etwas hoher als dig 
titrimetrischen. Im Gegensatz dazu wurden bei Thymus und Nier¢ 
colorimetrisch stets wesentlich niedrigere Werte erhalten als titri: 
metrisch. Bei der Leber wurden teils gut, teils schlechter tiber; 
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_einstimmende Ergebnisse erhalten. Letzteres war stets dann der 
Fall, wenn die Ascorbinsiuretitration nach Tillmanns einen 


ziehenden Umschlag gab. In diesen Fillen ist sicher wohl die 
titrimetrische Methode die ungenauere, da dann der vom Gesamt- 
jodverbrauch zu machende Abzug unsicher wird. 


Die Leistungsfihigkeit der Methode wurde weiterhin durch 
Zusatzversuche von reinen Glutathionlésungen zu Gewebsextrakten 
erprobt. Bei Muskeln, Blut, Lunge, Gehirn und auch Leber 
wurden die zugesetzten Mengen stets vollig oder mit Fehlern von 
wenigen Prozent wiedergefunden, bei Niere und Thymus hingegen 
nur zu zwei Drittel bis drei Viertel. Kin Verlust trat also bei 
denselben Organen ein, bei welchen auch schon der Originalgehalt 
an GSH colorimetrisch viel geringer gefunden wurde als titri- 
metrisch. Die Erklirung dafiir ergibt sich aus der Beobachtung 
eines ganz auffallend raschen Abblassens der Farbreaktion gerade 
bei diesen beiden Organen. Dieses war schon nach wenigen 
Sekunden deutlich, so daB wir selbst mit der angewandten, be- 
sonders schnelle Bestimmungen erméglichenden Colorimetrie noch 
zu spit kamen. Danach waren also bei diesen beiden Organen 
nicht die colorimetrischen, sondern die jodometrischen Werte die 
richtigeren. Diese Auffassung wird wenigstens fiir das Nieren- 
gewebe durch den schon von Voegtlin und Mitarbeitern’) auf 
ganz anderem Wege erhobenen Befund gestiitzt, da8 in diesen 
Geweben Stoffe enthalten sein miissen, in deren Gegenwart 
SH-Gruppen sich nicht oder schlecht halten kénnen und in nicht 
nachweisbare Verbindungen iibergefiihrt werden. Dies muB in 
dem zur Nitroprussidnatriumreaktion erforderlichen alkalischen 
Milieu, in welchem das GSH ohnehin labil ist, besonders deutlich 
in Erscheinung treten. 

Nach Abschlu8 der obigen Versuche erschien eine dieselbe Frage be- 
handelnde Arbeit von Fujita und Iwatake’), in welcher die von Quensel 
und Wachholder gemachte Erfahrung der Unzuverliissigkeit der Trichlor- 
essigsiiurewerte bestitigt und eine EnteiweiBung mit Metaphosphorsiure 
vorgeschlagen wird. Die Autoren sagen aber selbst, daB ihre Vorschrift 
zur jodometrischen Bestimmung des Glutathions in Organen nicht geeignet 
sei wegen des durch Cysteingehalt bzw. Cysteinabspaltung verursachten 
groBen Verdiinnungseffektes (+ 18°/, bei 20facher, + 35°/, bei 40 facher 
Verdiinnung). Daraufhin wurden an der Meerschweinchenleber, bei der 
diese Stérung nach den Autoren eine besonders groBe sein soll, noch einige 
vergleichende Bestimmungen mit Metaphosphorsiiure und Sulfosalicylsiure 
als EnteiweiBungsmittel angestellt. Darin zeigte sich die groBe Uberlegen- 
heit der letzteren, weil bei ihrer Verwendung, wie schon in °*) betont, prak- 


tisch kein Verdiinnungseffekt eintritt. Die sulfosalicylsauren Leberextrakte 
14* 
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gaben auch nach 6 stiindigem Stehenlassen jodometrisch und colorimetrisch 
noch die gleichen Glutathionwerte, auch war dann noch kein Verdiinnungs. 
effekt nachweisbar. In den metaphosphorsauren Extrakten wurden hingegen 
nach dieser Zeit Steigerungen bis zu 30°/, gefunden. In den sulfosalicylsauren 
Extrakten findet demnach anscheinend keine verfiilschende Cysteinabspaltung 
statt, wiihrend die Anwendung der Metaphosphorsiure aus diesem Grunde 
ebenso wenig brauchbar ist wie die Anwendung der Trichloressigsiiure. 
Dementsprechend wurde auch schon ohne Stehenlassen in den meta- 
phosphorsauren Extrakten nach Fujita eine sehr viel schlechtere Uber- 
einstimmung zwischen den jodometrischen und den colorimetrischen Werten 
gefunden als bei den nach °) gewonnenen sulfosalicylsauren Extrakten. 

Wie die japanischen Autoren fiir ihre metaphosphorsauren Extrakte 
eine gute Ubereinstimmung finden kénnen, nachdem sie selbst ihr Verfahren 
als fiir die jodometrische Bestimmung des Gewebsglutathions ungeeignet 
bezeichnen, ist nicht recht verstindlich. 
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Zur Frage der Identitaét der Blutkatalase 
mit dem leicht abspaltbaren Bluteisen *). 
Von 
Georg Barkan. 
(Unter Mitarbeit von Juta Olesk.) 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Tartu [Dorpat], Estland.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. August 1935.) 


Wie bereits friiher betont wurde, ergeben sich mehrfache 
Analogien in den Kigenschaften der Blutkérperchenkatalase, als 
eisenhaltigem Enzym, mit denen des ,,leicht abspaltbaren“ Blut- 
eisens. ,,Wie das ,leicht abspaltbare‘ Eisen ist auch die Katalase 
im wesentlichen an die Formelemente des Blutes gebunden, mit 
dem Blutfarbstoff vergesellschaftet, ohne zu ihm zu gehéren, und 
in quantitativer Hinsicht von der Menge des Hb unabhingig“ 
‘Barkan?)]. Wie Barkan und Berger’) zeigen konnten, reagiert 
ein Teil des ,,leicht abspaltbaren“ Kisens spezifisch mit CO. Das 
Verhalten der Katalase gegeniiber Kohlenoxyd ist daher von 
gréBter Wichtigkeit zur Entscheidung der Frage, ob dieses Enzym 
und jene Kisenfraktion miteinander identisch sind. 


DemgemiB habe ich schon 1929 beim 13. Internationalen Physiologen- 
kongreB u. a. kurz meine Erfahrungen hinsichtlich des Einflusses des Kohlen- 
oxyds auf die Blutkatalase erwihnt'). Es zeigte sich damals, daB die 
Wirksamkeit des Enzyms durch Kohlenoxyd, wenigstens bei Atmosphiren- 
druck, nicht gehemmt wird. Dieses Resultat stand auch in Ubereinstimmung 
mit den Befunden von Wieland und Haussmann’) (1925), wonach dem 
Kohlenoxyd keine spezifische Wirkung auf die Katalase zukommt. Dem- 
gegeniiber glaubte aber Kurt G. Stern‘) (1932) eine spezifische Hemmung 
der Katalasewirkung unter Kohlenoxyd annehmen zu kénnen. Da es sich 
in den Koblenoxydversuchen von Stern nicht um Blut- sondern um Leuko- 
cytenkatalase handelte, so konnte eine Entgegnung unterbleiben, obwohl 
Stern meine seinerzeitige kurze Notiz, zu der seine Angabe im Gegensatz 
stand, unbekannt zu sein schien. Bald danach gab Stern®) in einer 
weiteren Arbeit seine Annahme von einer spezifischen Wirkung des Kohlen- 
oxyds gegeniiber der Katalase auf Grund theoretischer Erwigungen auf. 


*) 9. Mitteilung in der Reihe der Eisenstudien. — 8. Mitt. Diese Z. 
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Auch Wohlgemuth und Szérényi®) vermiBten in Versuchen mit ge. 
reinigter Hautkatalase jede Hemmung durch CO. Im vergangenen Jahr 
(1934) hat nun Califano’) darauf hingewiesen, daB Katalase (hoch gereinigtes 
Ferment aus Pferdeleber) beim Fernhalten von atmosphirischem Sauerstoff 
mit CO unter Hemmung der enzymatischen Wirksamkeit reagiert, und daf 
diese Verbindung durch blaues und blau-griines Licht eine Spaltung er- 
fiihrt. Ich gehe hier nicht darauf ein, wie weit die Beobachtungen von 
Califano mit den theoretischen Vorstellungen iiber die Hemmungsreaktionen 
vereinbar sind, die sich bei Stern®) finden. Califano hat die betreffende 
Arbeit von Stern nicht erwihnt und daher offenbar auch die dort erfolgte 
Korrektur hinsichtlich der friiheren Annahme einer spezifischen Kohlen- 
oxydhemmung nicht gekannt. Dagegen sei hier kurz erértert, wie weit 
durch Califanos Beobachtungen meine Schliisse beziiglich Blutkatalase 
und ,,leicht abspaltbarem“ Eisen betroffen werden. 

Nach den Beobachtungen von Califano ist jedenfalls die relative 
CO-Affinitit (also das Verhiiltnis CO-Affinitit zu O,-Affinitit) der unter- 
suchten Katalase auBerordentlich niedrig. Schon kleine Sauerstoffdrucke 
geniigen also, um das CO aus seiner Verbindung mit der Katalase merklich 
zu verdringen oder eine solche Verbindung zu hindern. In den Versuchen 
von Califano machte sich bei einem Verhiltnis CO/O, = 1 nur eine 
beschriinkte Hemmung der Katalasewirkung geltend, um erst bei zunehmen- 
dem prozentischen CO-Gehalt allmihlich bis zum Maximum der Hemmung 
in reiner CO-Atmosphire zu steigen. 

Wenn dies fiir die gereinigte Katalase zutrifft, so ist das Verhalten 


der Blutkatalase in Gegenwart des Blutfarbstoffs eher verstindlich. Hier f 


konkurriert das Himoglobin mit der Katalase um das Kohlenoxyd. Die 


relative CO-Affinitaét des Blutfarbstoffs ist offenbar betrichtlich gréBer als F 


diejenige der Katalase. So kommt es, daf bei einem Kohlenoxyddruck, 
der zwar zur praktisch vollstiindigen Umwandlung des Blutfarbstoffs in 
COHb fiihrt und bei dem das Blut also mit CO gesiittigt ist, eine Reaktion 
mit der Katalase nicht einmal angedeutet nachweisbar ist, wie dies aus 
eigenen Versuchen hervorgeht. 

Die Katalase unterscheidet sich also in derselben Richtung vom Blut- 
farbstoff wie Warburgs eisenhaltiges Atmungsferment, d. h. beider relative 
CO-Affinitit ist kleiner als diejenige des Hb. Das ,,leicht abspaltbare“ 
Eisen verhilt sich aber gerade entgegengesetzt. Denn fiir dessen durch CO 
hemmbaren Anteil (E) wiesen Barkan und Berger’) eine hohe relative 
CO-Affinitit nach, die diejenige des Blutfarbstoffs nicht unbetriichtlich, 
nimlich ums 4—10 fache, iibersteigt. Die Nachhaltigkeit der CO-Hemmungs- 
wirkung gegentiber dem ,,leicht abspaltbaren“ Bluteisen wurde iiberdies 
kiirzlich von Schwarz und Deckert‘) in annihernd 80 Fallen von 
CO-Vergiftung am Menschen bestiitigt. 


In gemeinsam mit Juta Olesk durchgefiihrten Versuchen 
lieB sich in Bestitigung der friiheren, bisher nicht ausfiihrlich 
mitgeteilten Beobachtungen zeigen, dab unter Bedingungen, 
unter denen die Kisenabspaltung aus dem Blut maximal 
und nachhaltig gehemmt wird, die Blutkatalase gegen- 
iiber CO unempfindlich ist. Durchperlt man eine Blutlésung 
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mit Kohlenoxyd, so tritt zwar die charakteristische Hemmung 
der Kisenabspaltung ein, jedoch keine Hemmung der katalytischen 
Wirkung. in Beispiel eines derartigen Versuches zeigt die 
folgende Tabelle. Man sieht den vollstindig iibereinstimmenden 
Verlauf der Hydroperoxydspaltung im Normalblut und im CO-Blut. 
Die Eisenabspaltung mittels Siiure aus dem letzteren betrug aber 
nur rund }/, derjenigen aus Normalblut. 


Tabelle. 


A. Katalatische Hydroperoxydzersetzung, ausgedriickt in cem 0,1 n-KMnQ,. 
Ansiitze vgl. Versuchsteil. 


}. Leicht abspaltbares Eisen in Mol Fe x 10~°/cem. 


— 




















; A B 
ee. innate 
5 | 10 | 15 20 | 25 30 
Neiiiisi a. 4,00 | 5,70 680 | 7,30 | 7,55 “8,00 | 0,3 ! 
Kohlenoxyd. | 4,25 | 5,75 6,85 | 7,80 | 17,75 | 7,95 | >0,1 


Bereits friiher hatte ich die Vermutung ausgesprochen, da 
die Blutkatalase nicht mit E identisch ist. Beim bloBen Fehlen 
der katalytischen Hemmung wiire gegen jene Annahme folgender 
Kinwand médglich, Es ware im Sinne bestehender Identitit 
theoretisch denkbar, wenn auch unwahrscheinlich, daB das eisen- 
haltige Enzym derart mit CO reagiert, daB zwar die Ionisierung 
des EKisens mittels Siure verhindert wird, daB aber die CO-Ver- 
bindung ihre volle Katalasewirksamkeit behilt. 

Durch Califanos Versuche scheint es aber nun erwiesen, 
daB die CO-Verbindung der Katalase eine gegeniiber der Norm 
verringerte enzymatische Wirksamkeit besitzt. Daher bedeutet 
das Fehlen der Hemmung in der Katalasewirkung unter CO bei 
gleichzeitig maximaler Hemmung der Fe-Abspaltbarkeit in unserer 
Versuchsanordnung einen schliissigen Beweis gegen eine etwaige 
Identitaét der Katalase und der Fraktion E des ,,leicht abspalt- 
baren“ Bluteisens. 

Schon friiher wurde darauf hingewiesen, da8 auch der nicht 
mit CO reagierende Teil des ,,leicht abspaltbaren“ Kisens (K’) 
nicht mit der Katalase identisch sein diirfte, weil diese ja be- 
kanntlich charakteristisch mit Blausiure unter Hemmung ihrer 
Wirksamkeit reagiert, nicht aber jene EKisenfraktion. 
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Versuchsteil. 


Die Vergiftung mit Kohlenoxyd erfolgte an einer 5 fach verdiinnten 
Blutlésung durch 1/,stiindiges Einleiten des aus Ameisensiure und Schwefel- 
siure entwickelten und mit KOH gewaschenen Gases. 


Fir die Bestimmung des ,,leicht abspaltbaren“ Eisens wurden 
in iiblicher Weise die normale bzw. CO-Blutlésung mit gleichen Mengen 
0,8°/,iger HCl versetzt. Nach etwa 24 stiindigem Brutschrankaufenthalt 
wurde ultrafiltriert und der Eisenwert nach bekannter Methode ermittelt. 


Bestimmung der Katalase. Die Ansiitze fiir die Bestimmung der 
Katalase enthielten nach Bach und Zubkowa’): 


7 ecm Aq. dest., 
1 cem Blutlésung 1: 1000, 
2 ecm 1 °/,ige H,O,-Lésung (aus Perhydrol). 


Die Blutlésung 1:1000 wurde aus der normalen bzw. der mit CO 
vergifteten Blutlésung 1:5 durch weiteres Verdiinnen hergestellt. Die 
CO-Blutlésung 1:1000, die charakteristische Kirschrotfirbung aufwies, 
wurde unmittelbar vor der Katalasebestimmung nochmals '/, Stunde mit CO 
durchperlt. Es wurde jeweils eine Anzahl Ansitze mit Normalblut und 
CO-Blut bereitet. Die Zersetzung erfolgte bei Zimmertemperatur. Durch 
Zugabe von 3ccem 10°/,iger H,SO, wurde zu verschiedenen Zeitpunkten 
die Katalasewirkung unterbrochen. Zur Bestimmung des Anfangswertes 
wurde jeweils bei einer Probe der beiden Reihen die Siure vor der Blut- 
lésung zugegeben. (In anderen Fillen wurde dieser Wert nach Bach und 
Zubkowa durch Zerstérung der Katalase mittels kurzen Aufkochens ge- 
wonnen.) Die Titration des noch vorhandenen H,O, erfolgte hinreichend 
genau mittels 0,l1n-KMnO,. Der theoretische Teil enthilt ein Beispiel 
einer derartigen vergleichenden Ansatzreihe. 

Bei maximaler Hemmung der Eisenabspaltung fand sich niemals eine 
charakteristische Hemmung der Katalasewirkung im CO-Blut. 
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Uber die Konstitution der Nucleinsdure. 
Von 


Katashi Makino. 


(Aus der inneren Abteilung des Dairen Hospitals, Dairen, Siidmandschurei.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juni 1935.) 


In einer friiheren Arbeit’) hatte ich die Ringstruktur fiir 
Hefenucleinsiure angenommen. Wie aus einer Arbeit von Klein 
und Rossi?) hervorgeht, hatte dies auch schon Takahashi?) 
auf Grund seiner Fermentforschungen getan. Klein und Rossi 
konnten aber die Angaben von Takahashi nicht bestitigen. Es 
ist ihnen nie gegliickt, die esterasefreie Monoesterase herzustellen. 
Uberdies konnte eine Diphosphoesterase, die Phosphorséuremono- 
ester nicht spaltet, nicht aufgefunden werden. ,,Habu“ allein de- 
phosphoryliert beide Phenylester und sogar Hefenucleinsiure 
schnell, Klein und Rossi lehnen daher die Ergebnisse von 
Takahashi ab und damit auch die von ihm daraus abgeleitete 
Ringstruktur der Hefenucleinsiure als experimentell nicht be- 
criindet. 

Auf Grund ihrer Untersuchungen bezweifeln Klein und Rossi 
weiter, daB bei der Saiurehydrolyse der Thymonucleinsiure Di- 
phosphorsdureester der Pyrimidinnucleoside entstehen, die Levene 
und Jacobs, sowie Thannhauser und Ottenstein friiher dar- 
gestellt haben. Klein und Rossi geben nur die dltere Arbeit 
von Levene an. 1921 prifte Levene’) erneut die Produkte der 
Siurehydrolyse der Thymonucleinsiure. Er konnte als Derivate 
der Ribosephosphorsiure nur 2 Stoffe einwandfrei erhalten, nim- 
lich Thymosindiphosphorsiure und Cytidindiphosphorsiure. 

Die Darstellung der reinen Diphosphorsiureester wurde von 
mir sehr sorgfaltig ausgefiihrt. Es unterliegt wohl keinem Zweifel 
mehr, daB die esterartigen Bindungen der Mononucleotide in der 
unaufgespaltenen Nucleinsiure vorliegen. Demnach miBten nach 
Levene und nach Makino alle Phosphorsiuren des Polynucleotid- 
molekiils durch doppelte Veresterung mit Kohlenhydratgruppen 
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zusammenhingen. Dann miiBte auch das Ferment, das die Thymo- 
nucleinsiure depolymerisiert, eine Phosphatase sein. 
Hierzu bemerken Klein und Rossi: ,,Dann bleibt aber ganz 


unverstindlich, warum die Thymonucleinase eine gegeniiber der 


gewohnlichen Phosphatase so streng verschiedene Spezifitit be- 
sitzt. Die Annahme einer derartigen Stellungsspezifitit von 
Phosphoesterase steht im Widerspruch mit allen bisherigen Er- 
fahrungen iiber dieses Ferment. Wir haben eine solche Spezifitit 
an einem Modellversuch ausschliefen kénnen.... Die phospha- 
tatische Spaltung (Hefe- und Muskeladenylsiure) verliiuft mit etwa 
gleichgroBer Geschwindigkeit. Sie wird durch Arsenat in beiden 
Fallen fast vollstindig aufgehoben. Die beiden Sauren werden 
also durch die gleiche Phosphatase zerlegt.“ Ein solcher Kin- 
wand gegen die Estertheorie diirfte wohl nicht immer zutreffen. 
Z.B. wird sowohl die synthetische als auch die natiirliche Glycerin- 
siuremonophosphorsiure von Fermenten der tierischen Zellen 
leicht angegriffen. Die Diphosphorsiure-glycerinsiure zeigt aber 
gegen Fermente aus tierischen Zellen oft eine merkwiirdige 
Resistenz. Nach Schuchardt und Vercellone’) sind die Fer- 
mente der verschiedenen Erythrocyten (Pferd, Rind, Hammel, 
Schwein und Kaninchen) innerhalb der Versuchsbedingungen auf 
die Diphosphorsiure-glycerinsiure inaktiv. Im Gegensatz dazu 
wurde in Kontrollversuchen die Monophosphorsiure-glycerinsiure 
durch dieselben Erythrocytenarten bedeutend stirker gespalten. 
Zuweilen soll der Abbau des Hexose-diphosphates durch Arsenat 
sogar geférdert werden. Die fermentative Cholinabspaltung aus 
Lecithin scheint durch Arsenat nicht gehemmt zu werden. Klein 
und Rossi haben nur Phosphorsiiure-monoester gepriift. Alle 
Phosphorsiiuren und Zucker in der Nucleinsiiure sind aber doppelt 
verestert. Die Depolymerisierung ist also eine sehr viel ver- 
wickeltere Reaktion als die Spaltung von Mononucleotiden; Arsenat 
braucht hier nicht ebenso zu hemmen wie dort. 

Steudel’) nimmt auch an, daS die einfachen Nucleinsiiuren 
in der Hefenucleinsiure an den Zuckern miteinander verbunden 
sind, weil mit der Depolymerisierung das Drehungsvermégen sich 
‘indert. 

Auch das Verhalten der Hefenucleinsiure gegen Alkalien ist 
fiir die Auffassung iiber ihren Bau bemerkenswert. Nach Steudel 
sind frisch hergestellte Priparate in alkalischer Lisung viel 
leichter depolymerisierbar als altere. So fand er an einem Pri- 
parat, das 1920 Guanylsiure leicht abgespalten hatte, daB er es 
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jetzt 2 Stunden lang im siedenden Wasserbad in alkalischer 


Lisung erhitzen muBte, um es vollstiindig zu depolymerisieren. 
Daraus schlieBt Steudel, daB in den frischen Priparaten eine 
lockere Bindung besteht, die sich mit der Zeit verfestigt. Auch 
in der Thymonucleinsiure sollen nach ihm gleiche Bindungen 
zwischen den einzelnen Mononucleotiden wie in der Hefenuclein- 
siure bestehen, aber fester als in dieser. 


Nach meinen Erfahrungen scheint die Verfestigung der 
Bindung zwischen den einzelnen Hefemononucleotiden nicht immer 
durch das Alter bedingt zu sein. Ein ilteres Priparat (Hefe- 
nucleinsiure von Bohringer und Séhne), das iiber 5 Jahre im 
hiesigen Laboratorium aufbewahrt worden war, lieB sich leicht 
spalten; ebenso ein ilteres von Merck (468—303307), wiihrend 
ein frisches Priiparat von Merck (468—330299) sehr schwer 
hydrolysierbar war. 

Meine neuerdings aufgestellte Konstitutionsformel*’) beruht 
auf der Acidititsvermehrung bei der Depolymerisierung von 
Nucleinsiure. Nach meiner Formel mu sie eine 4 basische 
Siure sein. Um diese Auffassung nochmals zu belegen, habe ich 
méglichst gereinigte Nucleinsiure gegen Phenolphthalein mit 
Natronlauge titriert. Denn wenn das Vorkommen von 4 basischen 
Diphosphorsiiureestern mit Sicherheit feststeht und die freie Siure 
4basisch ist, so ist auch die Ringstruktur fiir Nucleinsiure als 
bewlesen anzunehmen. 


Kiirzlich haben Levene und Mitarbeiter, Parnas und 
Klimeck sowie Bredereck die Furanosestruktur der Ribose im 
Hefemononucleotid und Makino die <1—4)-Ringstruktur der 
Desoxyribose im Thymonucleotid nachgewiesen. Meine friihere 
Angabe®), daB die Desoxyriboside die <1—5) - Ringstruktur haben 
miBten, hat sich bei den Untersuchungen mit reinen Nucleosiden 
(Hypoxanthin-, Guanin- und Thymin-desoxyribosiden) nicht be- 
stiitigen lassen. Vielmehr fillt gegen die drei genannten Nucleoside 
die Borsiiurereaktion auf korrespondierende benachbarte Hydroxyle 
negativ aus. Vergleiche dazu die gleiche Beobachtung von Levene 
und Tipson*). Dies spricht mit gré8ter Wahrscheinlichkeit fir 
die Furanringstruktur der Desoxyriboside aus Thymonucleinsiure. 
Schon vorher haben Levene und Tipson‘*) dem Thymosin diese 
Furanosestruktur gegeben. 

Somit ist die Struktur der Nucleinsiiure wie folgt zu formu- 
lieren: 
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1. Hefenucleinsiiure. 
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Die Ribose des Hefemononucleotides hat noch 2 Hydroxy]- 
gruppen an C, und C,. Es scheint, da die Esterbindung zwischen 
den einzelnen Mononucleotiden im Hefenucleinsiiuremolekiil an 
Kohlenstoff 2 der Ribose erfolgt. Wire die Esterbindung nicht 
an C,, sondern an (©, vorhanden, dann wiirde unverstindlich 
sein, warum es niemals gelungen ist, bei der Depolymerisierung 
der Hefenucleinsiure Nucleosid-5-phosphorsiure zu gewinnen. 


Jedes Mononucleotid wird bei der Siurehydrolyse gesetz- 
maBig und spezifisch dephosphoryliert und diese GesetzmiBigkeit 
bleibt innerhalb der Versuchsbedingungen erhalten unabhingig 
davon, ob Mononucleotide in freier Form vorliegen oder ob sie 
in der Nucleinsiure verestert sind® ?°), 





Versuchsteil, 


1. Depolymerisierung der Hefenucleinsaure mit verdiinnter 
Natronlauge. Die Versuchsanordnung war fast dieselbe wie bei den Ver- 
suchen der friiheren Mitteilung*). Es wurden verschiedene Priiparate von 
tefenucleinsiiure auf den Grad der alkalischen Depolymerisierung gepriift. 
fum Nachweis der noch nicht gespaltenen Nucleinsiure wurde Fiillungs- 
reaktion mit HCl und H,SO,?°) benutzt. 

Gefund. Acidititsvermehrung 


ssier ce kaelntct int 3 
a Berech. Acidititsvermehrung ares 





a) Depolymerisierung bei Zimmertemperatur. 








6 Stunden 24 Stunden 































48 Stunden 
. a | Tribune | | Tribung | - 'Triibung 
Pubstrat Depolym. | mit . a mit  |Depolym. mit od 
Grad H,SO, HCl Grad H,SO, HCl Grad H,SO, HCl 
enucleinsiure | 
4 Merck | 
}—303307). . 84 | + + 9% | —- -—| 102 _ 
4—330299). . 37 | + a 48 + _ 53 = 
unbekannt) . 78 ; + + 96 | = 99 _ 
unbekannt) . 95 | + + 96 | “ - 96 - 
fenucleinsiure | 
Takeda .. 37 | + + 94 | + 97 - 
fenucleinsiure | 
Bohringer . 89 + + -. - 98 
nucleinsaures | | 
ium v. Merck | | 
unbekannt) . 68 + + 97 | — - 101 _ 
unbekannt) . ry 
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b) Depolymerisierung bei 38°. 











24 Stunden | 48 Stunden — 
Substrat Depolym.|Triibung mit Depolym. Triibung mit 
Grad | H,SO, HCl] Grad | H,SO, HC! 


Hefenucleinsiiure von 



































Merck 
1. (468—303307).... 99 - — 99 = — 
2. (468—380299).... 48 | + +} 52 | + re 
3. Hefenucleinsiure von 
Bohringer. ..... 9% | - - 1022 | — _ 
4. Hefenueleinsiiure yon | 
es « swe se 97 — _ 97 in iit 
c) Depolymerisierung im siedenden Wasserbad. 
7 1 Stunde a 2 Stunden 
Substrat Depolym., Triibung mit Depolym. | Triibung mit 


Grad | H,SO, HCl] Grad |H,SO, HC! 


. re | | 
Hefenucleinsiiure von | 


Merck | | 
1. (468—303307).... 100 | — — 102 | — - 
2. (468—330299).... 45 | + 4 i400) + 4. 


Hefenucleinsaures Na- | 
trium von Merck 
3. (Nr. unbekannt). . . 85 | + {- eT |. = 








2. Reindarstellung und Titration der Nucleinséiure. 20 ¢ Hefe- 
nucleinsiure von Merck wurden unter Zusatz von wenig verdiinntem 
Ammoniak in 550 cem Wasser gelést, filtriert, dann mit Essigsiure gegen 
Lackmus neutralisiert. Die neutrale Lésung wurde sorgfiltig mit verdiinnter 
Salzsiiure bis zu 3,5°/,. angesiuert. Dann wurde mit 1100 ecm Alkohol, 
enthaltend 3,5°/,) Salzsiure, langsam gefiillt. Diese Behandlung wurde noch 
3mal wiederholt; der schneeweiBe Niederschlag wurde mit Alkohol von 
steigender Konzentration gewaschen, bis das Filtrat chlorfrei war, und mit 
Ather getrocknet. 

Tierische Nucleinsiiure wurde fast ebenso gereinigt. Nur wurde 
3,0°/o) (oder 2,7°/,) alkoholische Salzsiiure zur Fillung der Thymusnuclein- 
siure verwendet. 

Zur Titration wurde '/,5, Grammol (aus Stickstoffgehalt berechnet) von 
Nucleinsiure in 50cem Wasser suspendiert und mit n-NaOH gegen Phenol- 
phthalein titriert. 

3. Bestimmung der Zahl der Esterbindungen (n) bei gereinigter 
Hefenucleinsaure. '/,,, Grammol Hefenucleinsiiure von Merck 468 bis 
303307 (gereinigt wie oben) wurden mit n-NaOQH gegen Phenolphthalein 
neutralisiert, dann noch mit 13,50 cem n-NaOH versetzt und, mit Wasser 
auf 80 cem gefiillt, 48 Stunden lang bei 38° stehen gelassen. (Schon nach 
24 Stunden Salzsiiure- und Schwefelsiiureprobe auf Nucleinsiure negativ.) 
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Dann wurde die tibrigbleibende Alkalimenge mit n-H,SO, gegen Phenol- 
phthalein zuriicktitriert’). Verbraucht 6,86 cem n-H,SO,. Nach der Formel II 
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in der Mitteilung 8 berechnet, n = 3,98, verlangt fiir Theorie n = 4. Fiir 
die noch nicht gereinigte Séiure von Merck (468—308807) wurde n = 3,93 
gefunden. Fiir die gereinigte Hefenucleinsiure von Takeda n = 3,94, fiir 


die ungereinigte n = 4,03. 














Hefenucleinsiure von Merck 
(468—303 307) noch nicht gereinigt 
(468—330 299) nicht gereinigt . 
(468-303 307) gereinigt . 

(468—330 299) gereinigt . 


Hefenucleinsiure von Takeda 
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5. Nicht gereinigt ......... 1: 1,67 

Se ee ee 1: 1,68 
Tierische Nucleinsiiure von Kahlbaum 

1. Mieet pereiaigt 2. kt 1: 1,56 

ee s&s 1:1,70 — 


ber. = 1: 1,69 
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Ascorbinsaiure in inneren Driisen. 
Isolierung aus Hypophyse. 


Von 


Jorge R. Mendive und Venancio Deulofeu. 


(Aus dem Instituto Bacteriol6gico D. N. H., Buenos Aires, Argentinien.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. August 1935.) 


Im Jahre 1928 isolierte Szent Gyérgy’) aus den Neben- 
nieren und einigen Pflanzenstoffen einen Stoff, von dem er spiter, 
zusammen mit Svirbely?), seine Aktivitaét als Vitamin C be- 
weisen konnte. Heute wird er allgemein als identisch mit diesem 
Vitamin angesehen und Ascorbinsiure genannt. 

Ascorbinsaiure ist in der Natur weit verbreitet; man kann 
ihre Anwesenheit mit biologischen (Bestimmung der antiskorbuti- 
schen Wirkung) oder chemischen Methoden (Tillmans colori- 
metrische Methode oder dergleichen) in einer groBen Anzahl 
Pflanzen und tierischen Geweben dartun. 

Sie wurde rein aus einer relativ grofen Anzahl Pflanzenstoffen iso- 
liert. Szent Gyédrgy') hat sie aus Kohl und Orangen (Apfelsinen) ge- 
wonnen. Auch wurde sie von Waugh und King’) aus Citronen erhalten 
und von Szent Gyérgy and Svirbely aus Capsicum annuum‘) in guter 
Ausbeute. 

Tillmans, Hirsch und Vaubel'), welche erfolglos versuchten sie 
aus Kartoffel zu isolieren, erhielten sie aus Hagebutten; Baumann und 
Metzger®) aus Iris germanica, Symplocarpus Foetidus und anderen 
Pflanzen, und Maruyama isolierte sie’) aus Rhapanus Sativus L., Citrus 
Aurantius L. und anderen japanischen Pflanzen. 


Dagegen wurde die Gewinnung aus tierischen Geweben nicht 
wiederholt. Wir versuchten Ascorbinsiure aus anderen inneren 
Driisen zu isolieren und bestimmten zuerst die vorhandene Menge 


1) Biochemic. J. 22, 1387 (1928). 2) Biochemic. J. 26, 865 (1932). 
8) J. of Biol. Chem. 97, 325 (1932). 

*) Biochemic. J. 27, 279 (1933). 

5) Z. Unters. Lebensmitt. 65, 145 (1933). 

®) Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 30, 1281 (1933). 

7) Sci. Papers Int. Phys. chem. Res. 30, 1281 (1933). 
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mit der nach Birch, Harris und Ray!) abgeiinderten Methode 
yon Tillmans. 
Die Ergebnisse waren folgende: 


Argentinische Rinder. 











g pro kg 
Maximalwert | Minimalwert 
Nebenniere .... . 1,5 | 1,1 
Hypophyse, Hinterlappen 1,2 0,9 
- , Vorderlappen 1,6 1,1 
Corpus luteum ... . 1,9 1,2 
ns & & we « 0,6 0,5 
NE x, os, a ge ‘od 0,45 0,35 
0 a eee 0,36 0,29 
ee 0,27 0,17 
Schilddriise ..... 0,23 | 0,16 
Follikelflissigkeit . . . < 0,20 


Die Hypophyse zeigt das von Huszak?) fiir Nebennieren 
beschriebene Verhalten; die Hinterlappen firben sich mit Silber- 
nitrat nicht und enthalten trotzdem eine bedeutende Menge 


| Ascorbinsaéure. Der Stoff, der die Reaktion verhindert, kann mit 


Bleiacetat entfernt werden; dann wird Silbernitrat reduziert. 
Die Tabelle weist deutlich darauf hin, daB Hypophyse, Cor- 
pus Luteum und Nebennieren eine bedeutend gréBere Menge 


| Ascorbinsiiure als die iibrigen Driisen enthalten. Eine mittlere 
| Stellung nimmt Thymus und Milz, und dann folgen Hoden, Pan- 


kreas und Schilddriise mit nur kleinen Mengen. 

Auf Grund dieser Ergebnisse versuchten wir, Ascorbinsiure 
zunichst aus Hypophyse und Corpus Luteum zu isolieren. Aus 
Hypophyse wurde sie auch nach einigen Versuchen erhalten und 
durch Vergleich .mit einem reinen Muster und mittels ihrem 


| Ketonderivat charakterisiert. Dagegen konnte Ascorbinsiure aus 


Corpus Luteum nicht isoliert werden trotz verschiedener Abinde- 
rungen der Extraktion. Die Driisen enthalten wahrscheinlich stérend 
wirkende Stoffe. Deshalb wurde aus den Extrakten ein Osazon 


'lsoliert, das mit demjenigen der Ascorbinsiure identisch gefunden 
wurde. Als Osazon (Vitamosazon) hat schon Kotake*) aus einer 


Reihe tierischer Gewebe Ascorbinsiure isoliert. 





) Biochemic. J. 27, 590 (1933). 
4) Diese Z. 222, 229 (1933). Vgl. auch Westergaard, Biochemic. J. 


F 28, 1212 (1934). 


3) Diese Z. 219, 224 (19383). 
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Versuchsteil. 


Gewinnung der Ascorbinsaéure aus Hypophyse. Es wurden 1,200, 
Rinder-Hypophyse in der Hackmaschine zerkleinert und dann unter hef. 
tigem Schiitteln 1 Liter 20°/,iger Trichloressigsiiure hinzugegeben. Es wurde 
mit 500cem Wasser verdiinnt und wiihrend einer halben Stunde Kohlen- 
siiure durchgeleitet. Es wurde abfiltriert und der Riickstand nochmals mit 
200 cem 20°/,iger Trichloressigsiure und 400 cem Wasser unter Durchleiten 
von CO, behandelt. Darauf wurde filtriert und die beiden Filtrate ver. 
einigt. Sie werden gut mit Eis gekiihlt und mit einer heiBen konzen. 
trierten Lisung von essigsaurem Blei bis zur Endkonzentration 5°/, ver- 
setzt; die Lésung wurde nun mit Natriumhydroxyd bis zur Blaufirbung 
von Thymolblau alkalinisiert. Es entstand sogleich ein Niederschlag des 
Bleisalzes des Vitamins. Nach einer halben Stunde wurde er abfiltriert, in 
Wasser suspendiert und mit 20°/, Schwefelsiiure bis zur Rosafirbung des 
Thymolblaus neutralisiert. Das erneute Filtrat wurde im Vakuum bei 
niedriger Temperatur (30°) zur Trockne gebracht. Der Riickstand wurde 
in 30cem Methylalkohol gelést und daraus mit dem fiinffachen Volumen 
Ather Verunreinigungen niedergeschlagen. Die Liésung wurde nochmal 
zur Trockne gebracht, ihr Riickstand in wenig Wasser geldést, neutralisiert 
und mit 20°/, essigsaurem Blei versetzt. Der entstandene Niederschlag 
wurde abgeschleudert; aus der Lésung wurde mit 3 Vol. Athylalkohol das 
Bleisalz des Vitamins niedergeschlagen. Es wurde trocken in wasserfreiem 
Aceton suspendiert und mit gasformigem H,S zersetzt. Das Filtrat vom 
Schwefelblei wurde im Vakuum verdampft. Man erhielt ein Ol, das nach 
einigen Tagen in zu Rosetten vereinigten Nadeln krystallisierte. Die Kry- 
stalle wurden mit sehr wenig Aceton gewaschen und so von Verunreini- 
gungen befreit. 

Ausbeute 15mg. Schmelzp. 183,5—185°. Mit natiirlichem Vitamin 
vom Schmelzp. 187—188,5° vermischt, war der Schmelzp. 184,5—185,5°, 
Silbernitrat, Jod und Indophenollésungen wurden reduziert. Bei der ge- 
ringen Ausbeute fiihrten wir die Identifizierung am Ketonderivat aus. 
12mg Krystalle wurden wihrend 40 Stunden mit 2 ccm Aceton und 150 mg 
wasserfreiem Kupfersulfat geschiittelt. Der krystallinische Riickstand de: 
Filtrats (Vakuumdestillation) hatte einen Schmelzp. 210—211°; aus Aceton 
unter Zufiigen von Petrolither umkrystallisiert, stieg er auf 217—218°. 
Mit dem Monoacetonderivat des reinen Vitamins (Schmelzp. 218—220°) ver. 
mischt, ergab er keine Depression. 


Isolierung des Vitamosazons aus gelbem Korper. Zur Darstellung 
des Vitamosazons aus Corpus Luteum wurde, bis zur ersten Fillung des 
Vitamins als Bleisalz, ebenso verfahren wie bei der Hypophyse. 

Das Vitamin wurde durch Schwefelsiure freigemacht und die so er 
haltene Lisung mit n/1-Jod oxydiert, mit Natriumhydroxyd alkalinisier! 
und dann mit Essigsiure angesiiuert. Dann wurde essigsaures Phenyl: 
hydrazin hinzugesetzt und 15 Minuten im Wasserbad erwiirmt. Nach mehr 
tiigigem Stehen in der Kilte wurde der rote Niederschlag abfiltriert. Nac! 
Digestion mit Natriumhydroxydlésung und Trennung der unléslichen Be- 
standteile wurde die Lésung mit Essigsiure angesiuert. So erhielt man 
einen gelben Niederschlag, der zweimal aus Methylalkohol umkrystallisiert 
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bei 210° schmolz. Das Vitamosazon des reinen Vitamins schmilzt bei 212 
bis 213°; mit dem vorigen vermischt inderte sich der Schmelzpunkt nicht. 


Darstellung des Vitamosazons. (1-Pheny] - 3 - (1-threo-glyceryl) -4- 
benzolazo-pyrazolon. Um den Vergleich mit dem aus Corpus luteum er- 
™ haltenen Vitamosazon anstellen zu kénnen, war es nétig, eine Probe aus 
reiner Ascorbinsiure herzustellen. Da aber das Vitamosazon viel leichter 
zu reinigen ist als das wahre rote Osazon vom Schmelzp. 216°, so iinderten 
wir seine Herstellungsmethode’). 

3 g Ascorbinsiiure wurden in 200 ccm Wasser gelést und mit n/1-Jod 
oxydiert, mit Natriumhydroxyd alkalinisiert und mit Essigsiure angesiiuert. 
Die Lésung wird zu 500cem mit Wasser verdiinnt und mit 5g Phenyl- 
hydrazin-chlorhydrat und 10g Natriumacetat 15 Minuten bei 70° erwirmt. 
Fast augenblicklich bildet sich ein roter Niederschlag, der nach 24 stiindigem 
Stehen bei 0° abfiltriert wird. Er wird mit wenig Wasser gewaschen und 
in n/1 warmer Natriumhydroxydlésung gelést. Von etwaigen unldéslichen 
Anteilen wird abfiltriert und das Filtrat mit Eisessig angesiiuert. Das 
gelbe Vitamosazon schliigt sich sofort nieder. Am niichsten Tag wird ab- 
filtriert, mit kaltem Methylalkohol behandelt, abgegossen und nochmals mit 
etwas Methylalkohol gewaschen. Schmelzp. 203—205°. Es kann aus Me- 
thylalkohol umkrystallisiert werden, aber der Verlust ist groB. Es wurden 
1,9 g vom Schmelzp.212—213° und aus der Mutterlauge 0,85¢g von gleichem 
Schmelzpunkt erhalten. (Gesamtausbeute also 2,75g reines Vitamosazon.) 


1) Ohle, Ber. chem. Ges. 67, 1750 (1934). 





212 


Uber Cytochrom c’). 


Von 


Karl Zeile. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. September 1935.) 


In einer vorhergehenden Mitteilung') wurde iiber die Be- 
stimmung der kleinsten KiweiBgewichtsmenge berichtet, die mit 
1 Mol Cytochrom-c-himin eine gegeniiber der iibrigen Zellsubstanz 
abgegrenzte, als kleinstes Molgewicht betrachtete Einheit bildet, 
ihnlich wie es beim Himoglobin der Fall ist, bei dem 1 Mol 
Hamin mit einem EiweiBanteil vom Molgewicht 16000?) verbunden 
ist. Die Méglichkeit zu einer solchen Bestimmung ergab sich fiir 
das Cytochrom c aus seinem Adsorptionsverhalten; unter geeig- 
neten Bedingungen zeigt es in reduziertem Zustand eine viel 
geringere Affinitat zu gewissen Adsorbentien als im oxydiert en 
DemgemiS wurde friiher jeweils eine oxydierte und eine reduzierte 
entsprechend vorgereinigte Cytochromlisung unter vollig gleichen. 
Bedingungen zwecks Adsorption mit einer bestimmten Menge 
Kaolin behandelt: im ersten Fall geht fast alles Cytochrom an 
den Kaolin, im zweiten Fall nur Spuren; dann ist die durch 
Sulfosalicylsiurefallung im cytochromreichen Eluat vom_,,oxy- 
dierten“ Adsorbat ermittelte EiweiBmenge héher als die im praktisch 
cytochromfreien Eluat des ,reduzierten“ Adsorbates, und zwar 
offenbar um den Betrag, der dem ausgefillten Cytochrom ¢ zu- 
kommt, dessen Himinkomponente andererseits spektrophotometrisch 
quantitativ erfaBbar ist. Eine einfache Beziehung zwischen der 


1) IV. Mitt. tiber Cytochrom; III. Mitt., Diese Z. 221, 101 (1938). 

*) Bekanntlich besteht jedoch dase ganze, kinetisch wirksame Himo- 
globinmolekiil aus vier solchen Einheiten, weshalb durch physikalische 
Methoden (Osmometrie, Ultrazentrifuge) ein Gesamtmolekulargewicht von 
etwa 68000 ermittelt wird. Adair, Proc. Roy. Soc. A 108, 627 (1925); Sved- 
berg u. Nichols, J. amer. chem. Soc. 49, 2920 (1927). 
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ermitteten EKiwei8- und Himinmenge ergab eine kleinste Einheit 
vom Molgewicht 18000, das entspricht einem Hamingehalt von 
3,59]. 

Zur Erhirtung der erhaltenen Resultate, bzw. zur Priifung, 
ob die erwahnten Elutionen und Sulfosalicylsdurefillungen keine 
methodischen Unsicherheiten in sich schlieBen, schien es wiinschens- 
wert, die Versuchsanordnung so zu treffen, daB sich die Gewichts- 
menge des adsorbierten Cytochroms direkt als Differenz der 
Gewichte zweier Adsorbate bestimmen lat. Ferner wurde als 
Adsorbens auf er Kaolin auch gefillte Kieselsiure (Merck) heran- 
sezogen. 

Zu jeweils genau abgewogenen und gleichen Mengen des Adsorbens, 
das sich in einem Erlenmeyerkolben befand, wurden gleiche Mengen oxy- 
dierten und reduzierten Cytochrom-c-sulfitextraktes’), der durch 4 fache 
Kaolinadsorption vorgereinigt war, unter Umschwenken gegeben. Nach 
10 Minuten wurde in vorgewogene Schottglastiegel quantitativ filtriert, mit 
abgemessenen und gleichen Mengen destillierten Wassers durchgewaschen 
und nach mehrwoéchigem Trocknen itiber CaCl, zuriickgewogen. Die Menge 
des adsorbierten Cytochromhimins wurde spektrophotometrisch als Differenz 
aus Proben vor und nach der Adsorption ermittelt. Bei Verwendung von 
1,5 g Kieselsiure (lufttrocken) und 1,3 g Kaolin liegen die zu messenden 
Gewichtsdifferenzen bei 20 bzw. 12 mg. Es wurde gréBte Sorgfalt auf 
GleichméBigkeit in der Behandlung zweier korrespondierender (oxydierter 
und reduzierter) Adsorptionen gelegt. 

Die folgende. Tabelle gibt die Versuchsergebnisse wieder: 






































Tabelle 1. 
Trockengewicht des | Differenz| Cytochromhimin *) Himin- 
Adsorbates im Adsorbat hal 
- : Gyre | ___ Differenz | _ 8°02 
aus red. ‘aus oxyd.| chrom- | aus oxyd., aus red. des Cyto- 
Lisung | Lisung | gewicht)} Lésung Lésung chroms ¢ 


Kaolin. — Einwage je 1.2976 g. 
1,3121 g | 1,8287 g | 11,6 mg | 0,500 mg | 0,082 mg | 0,418 mg | 3,6 °/, 
Kieselsiure. — Kinwage je 1,5003 g. 


g | 1,4928 g | 20,4 mg | 0,790 mg | 0,107 mg | 0,683 mg | 3,35 °/, 
g  1,4941 g¢ | 21,2 mg | 0,790 mg | 0,107 mg | 0,683 mg | 3,22 °/, 
Mittel: 3,4 °/, 











Die Schwankungen bei den mit Kieselsiiure erhaltenen Re- 
sultaten diirften z. T. auf die Hygroskopizitaét dieses Materials 
1) Ava. O. S. 111. 

*) Spektrophotometrisch bestimmt, vgl. a. a. O. S. 112, 115. 
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zuriickzufiihren sein, die sich in der bedeutenden Gewichtsabnahme 
iiber CaCl, ausdriickt. Im iibrigen stehen die Ergebnisse mit den 
nach dem friiher beniitzten Fallungsverfahren erhaltenen (Mittel: 
3,5°/,), das in seiner Ausfithrung geringere analytische Fehler- 
ouiillioe in sich schlieBt, in befriedigender Ubereinstimmung. 

Weiterhin wurde die physikalisch chemische Charakterisierung 
des gereinigten Cytochroms c in Angriff genommen und zuniichst 
sein isoelektrischer Punkt bestimmt, woriiber im folgenden be- 
richtet wird. Zur Verwendung kam ein Elektrophoreseapparat in 
der von Michaelis?) beschriebenen Ausfiihrung. 


Die zur Messung der relativen Wanderungsgeschwindigkeit verwendete 
Cytochromlésung war durch 4fache Kaolinadsorption des Sulfitextraktes aus 
Delfter Hefe und schlieBliche Elution mit n/40-NaOH aus Kaolin gewonnen 
worden. Durch Zugabe von 1/,) Vol. m/3-KH,PO, wurde ein py von etwa 7 
erreicht, eine geringe Flockung wurde abzentrifugiert und durch Zugabe 
von */,5)Vol. 20°/,iger Essigsiiure wurde ein p;; 5,0 eingestellt. Hierzu wurden 
zur KEinstellung verschiedener p,-Stufen, bei denen die Wanderungs- 
geschwindigkeit zu messen war, wechselnde Mengen n/10-NaOH gegeben. 
Die Lésung war also in bezug auf das Phosphation 0,03 molar, in bezug 
auf das Acetation 0,033 molar; sie enthielt 0,18 mg Cytochromhiimin im 
Kubikzentimeter, d. s. etwa 5,4 mg Gesamtcytochrom. Eine Reinheits- 
bestimmung nach Sulfosalicylsiurefillung ergab einen Himingehalt von 
3,2°/, in der Trockensubstanz. Die Zusammensetzung und das py der Ver- 
bindungsfliissigkeit in den Schenkeln der Apparatur war im tibrigen dieselbe 
wie die der Farbstofflésung, das pq wurde vor und nach jedem Wanderungs- 
versuch elektrometrisch bestimmt; die Farbstoffgrenzen waren fiir die Ab 
lesung geniigend scharf ausgebildet. 


Tabelle 2. 




















Pu mm /Std. Pu mm /Std. 
5,0 +- 4,50 9,55 —1,70 
5,85 + 3,00 10,05 — 2,50 
6,60 +1,75 11,12 — 3,40 
7,45 +1,00 


Tab. 2 gibt die Abhangigkeit der relativen Wanderungs- 
geschwindigkeit vom p,, wieder, der isoelektrische Punkt wurde 
aus diesen Werten graphisch bei p,, 8,2 ermittelt. Bemerkenswerter- 
weise liegt der isoelektrische Punkt des Cytochroms c Ahnlich 
weit im Alkalischen wie der des denaturierten Globins [8,37 *)) 
wahrend der isoelektrische Punkt der meisten EiweiBarten, aus- 


1) Praktikum der physikalischen Chemie, Berlin 1926, S. 117 
*) Laporta, J. exper. Biol, Med. 9, 69 (1932). 
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genommen Protamine und Histone, bei niedrigeren p,,-Werten 
liegt. Auf die Zusammensetzung des hochmolekularen EKiweiBanteils 
im Cytochrom c wird an anderer Stelle eingegangen werden. 


Dem Bund der Freunde derTechnischenHochschule 
Minchen, sowie dem van’t Hoff-Fonds sei auch an dieser Stelle fiir 
gewihrte Mittel ergebenst gedankt. 


Anmerkung bei der Korrektur: 

Eine kiirzlich von H.Theorell [Biochem. Z. 279, 463 (1935)] 
erschienene Notiz ,,Uber die Reindarstellung von Cytochrom c* 
ist mir aus fuBeren Griinden bislang entgangen. Kine genaue 
Nachpriifung wird ergeben miissen, wodurch die Unterschiede im 
Molekulargewicht und damit im Fe-Gehalt des Cytochroms c aus 
Fleisch und Hefe bedingt sind, ebenso die Unterschiede im iso- 
elektrischen Punkt, dessen Wert ich iibrigens schon vor langerer 
Zeit kurz mitgeteilt hatte [Sitzungsber. der Physik.-med. Sozietat 
Erlangen, 65, 185 (1934)]. Dortselbst ist auch, in Ubereinstimmung 
mit der Auffassung von Keilin, die Funktion des Cytochroms 
bereits in einem Schema wiedergegeben, von dem die letzthin von 
Theorell mitgeteilte Ansicht in keiner Weise abweicht. 
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Uber die Milchsiuredehydrase’). 
Von 


Th. Wagner-Jauregg und E. F. Moller. 





(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. September 1935.) 


Fiir die enzymatische Dehydrierung zweier Oxysiuren, niimlich 
der Apfelsiure und der Citronensiure, ist auBer der spezi- 
fischen Dehydrase und dem Co-Ferment noch die Anwesenheit 
von gelbem Ferment (Flavinenzym) als Wasserstoffiibertriger 
notig’). Vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Frage, ob 
dieser Katalysator bei der fermentativen Dehydrierung der Milch- 
siure zu Brenztraubenséiure ebenfalls mitwirkt. Da in diesem 
Falle das Redoxpotential des Donator-Systemes bekannt ist und 
dasjenige des Acceptor-Systemes sich abschiitzen laBt, kann man 
sich hier eine ungefihre Vorstellung iiber die Méglichkeit bzw. 
Unméglichkeit der Beteiligung von Flavinenzym am Dehydrierungs- 
vorgang machen, Das System Lactat~ —— Pyruvat~ + 2H* + 2(e) 
besitzt bei p, 7,0 ein Redoxpotential von E,’ = — 0,18 Volt®), 
dasjenige von Lactoflavin: Dihydrolactoflavin ein solches von 
KE,’ = — 0,21 Volt*). Das Redoxpotential des Systemes Flavin- 
enzym: Dihydroflavinenzym diirfte vom Potential der freien Farbstot- 
komponente nicht sehr verschieden sein. Diese Betrachtungen zeigen, 
daB die Reaktion Milchsiure + Flavinenzym = Brenztraubensaure 
+ Dihydroflavinenzym energetisch vielleicht noch méglich wire. 


') Vorgetragen auf der Versammlung Siidwestdeutscher Chemiedozenten 
in GieBen am 12. V. 1935. Referat in Z. ang. Chem. 48, 403 (1935). 

*) Th. Wagner-Jauregg, H. Rauen u. E. F. Méller, Diese Z. 228, 
273 (1934); Th. Wagner-Jauregg u. H. Rauen, Diese Z. 238, 215 (1935). 

*) Banga, Laki u. Szent-Gyérgy, Diese Z. 217, 42 (1933); E. S. 
G. Barron u. A. B. Hastings, J. of Biol. Chem. 100, 155 (1983), 107, 567 
(1934); R. Wurmser u. N. Mayer-Reich, J. Chim. physique 30, 249 (1933); 
J.P. Baumberger, J. J. Jiirgens u. K. J. Bardwell, J. gen. Physiol. 16, 
961 (1933). Letztere Autoren fanden das Potential etwas positiver, nimlich: 
E,’ (py 7) =— 0,10 Volt. 

4) R. Kuhn u. G. Moruzzi, Ber. chem. Ges. 67, 1220 (1984). 
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Fiir die experimentelle Priifung dieser Méglichkeit war es 
nitig, eine mdglichst lyochromarme Milchsiiuredehydrase her- 
zustellen und nachzusehen, ob sich deren Wirkung durch Zusatz 
yon gelbem Ferment steigern lieBe. Sehr wirksame Lactico- 
dehydraselésungen, die nur wenig andere Dehydrasen enthalten, 
ergibt die Autolyse von Bickerhefe mit Essigester nach A. Hahn 
und Mitarbeitern’). Den Einflu8 von gelbem Ferment auf die 
Wirksamkeit derartiger Knzympriparate hatten A. Hahn, H. Nie- 
mer und Bl. Freytag’) untersucht und sie hatten festgestellt, 
daB das gelbe Ferment in den anoxytropen Milchsiuredehydrase- 
lésungen aus Hefe nicht als Sauerstoffiibertriger wirken kann. 
Neuerdings gaben die genannten Autoren’) an, dab Zusatz von 
velbem Ferment auch keinen EinfluB auf die anaerobe Dehydrie- 
rung der Milchséure durch Methylenblau hat. Die Dehydrase- 
priparate aus Hefe enthalten aber schon so viel gelbes Ferment, 
daB dieses zur maximalen Aktivierung vollauf geniigen wiirde. 
Man kann in diesem Falle daher durch Zusatz von gelbem 
Ferment tiber dessen Bedeutung fiir den Dehydrierungsvorgang 
nichts erfahren. Es war uns weder durch Fiallungs- noch durch 
Adsorptionsverfahren médglich, die Hefedehydrase vom gelben 
Ferment vollstindig zu befreien. Durch Belichtung mit U.V-Licht 
konnte das Flavinenzym zwar gréBtenteils zerstért werden, dabei 
wurde aber die Lacticodehydrase sehr stark geschidigt, denn 
auch nach Zusatz von gelbem Ferment und Co-Ferment ver- 
mochten die belichteten Praparate die Dehydrierung der Milch- 
siure durch Methylenblau nicht mehr zu katalysieren. 

Mehr Gliick hatten wir mit Bakterienpriparaten. Aus Bac- 
terium coli, das nur wenig Lyochrome enthilt*), stellten wir nach 
M.Stephenson?®) Lacticodehydraselésungen durch 5tagige Extrak- 
tion mit m/2-sek. Phosphat bei 37° und Fallung der Lisungen mit 
Ammonsulfat her. Die so gewonnenen Priparate enthielten zwar 
ein wenig Flavin, aber gréBtenteils nicht in hochmolekular gebundener 
Form, so daB es durch Dialyse entfernt werden konnte. Noch 
vorteilhafter war es, die Extraktion der Bakterien mehrmals zu 
wiederholen und nicht die ersten, sondern die zweiten oder 
dritten Ausziige aufzuarbeiten. Durch diese Vorextraktion erreicht 


1) Z, Biol. 94, 58 (1983); 95, 155, 298 (1934). 
2) Z. Biol. 96, 253 (1935). 3) Z. Biol. 96, 453 (1935). 
4) L. B. Pett, [Biochemic. J. 29, 987 (1935)] fand in Bacterium coli 
iiberhaupt kein Flavin oder nur Spuren. 
5) Biochemie. J. 22, 605 (1928). 
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man eine Entfernung von Lyochromen, ohne daB die Aktivitit 
der Lacticodehydrase in den Bakterien wesentlich geschwicht 
wiirde. Wir erhielten so Fermentpriiparate, die im Licht der 
Analysenquarzlampe schwach graue oder blaue, manchmal iiber-. 
haupt keine, niemals aber gelbgriine Fluorescenz zeigten, also frei 
von Lyochromen waren. Die Abwesenheit von Flavinenzym be- 
stitigte der Befund, daB Zusatz des fraglichen Priiparates zu 
einem Gemisch von Hexosemonophosphorsiiure—Zwischenferment 
Co-Fermentim Thunberg-Versuch die Methylenblau-Entfarbungs 
zeit nicht herabsetzte, wihrend dies Flavinenzym natiirlich tat 
(Tab. 1). Aus den Versuchen der Tab. 1 li8t sich abschitzen, 
daB in 1 ccm unserer Lacticodehydraselisung héchstens 0,005 
Lactoflavin als Flavinenzym enthalten sein konnte. 


Tabelle 1. 


Priifung einer Lacticodehydraselésung aus Bacterium coli ai 
Abwesenheit von gelbem Ferment. 


Je Ansatz: 1 ccm m/50-Neubergester (Na-Salz) 
OS » Zwischenferment 
0,3 ,, Co-Ferment (II) 
0,5 ,, Methylenblau 1 : 5000, 
mit Flavinenzym, bzw. Lacticodehydrase und destilliertem Wasser auf 
3cem aufgefiillt. 37°C. 









































Versuchs-Nummer 1 2 } 4 5 6 
cem Fievinswny mlésung. . . — | 0,2 —_ — | 0,2 ‘ie 
ecm Flavinenzymlésung 1:100 verdiinnt | — — 102 | — | — | 0,2 
ecm Lacticodehydraselésung . Pe Se — | —~ 2 oe 2 oe 1,0 
Entfirbungszeit in Minuten... .. | 59 | 4 | 34 | 59 | 4 j 34 


Zwischenferment: Darstellung aus Hefe nach O. Warburg und 
W. Christian’). 

Lacticodehydraseliésung: Darstellung nach M. Stephenson, 
a. a.O.; die Ammonsulfatfillung aus 6 g Frischgewicht Bacterium coli wurde 
in 9 ccm m/10-sek. Phosphat aufgenommen und im Kollodiumschlauch 
19 Stunden lang unter Eiskihlung gegen Wasser dialysiert, dann zentri- 
fugiert. Farblose Lésung, die vor der Analysenquarzlampe blauweibe 
Fluorescenz zeigte. 


Flavinenzym: Priparat aus Léwenbriiuhefe, nach dem 2. Reinigungs- 
verfahren von O. Warburg und W. Christian*) durch Schiitteln mit 
Chloroform bei 37° gereinigt. Konzentration der verwendeten wibrigen 
Lésung: 0,00 2—0,0025°/, hochmolekular gebundenes Lactoflavin. 


1) Biochem. Z. 266, 379 (1934). *) a. a. O. S. 406. 
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Co-Ferment II: Darstellung aus Pferdeblutzellen nach O. Warburg 
und W. Christian’); Reinigung iiber das Quecksilbersalz (,,Lésung B“). 
Thunberg-Methode in der von G. Ahlgren’) angegebenen Aus- 
fiihrung. 
Die lyochromfreien Priiparate aus Bacterium coli vermochten 
Milchséure in Anwesenheit von Co-Ferment noch gut zu dehydrieren 
‘Tab. 2). Durch Zusatz einer Lésung des gelben Fermentes lieB 


Tabelle 2. 


Dehydrierung der Milchs&ure durch Lacticodehydrase 
aus Bacterium coli. 


In allen Ansiitzen: 1 cem Lacticodehydrase 
0,4 ,, m/10-Li-Lactat 
0,5 ,, Methylenblau 1 : 5000 
0,3 ,, m/2-sek. Phosphat, 


mit Co-Ferment bzw. Flavinenzymlésung und Wasser auf 3 ccm aufgefiillt. 



































V satiate Sian eee et 5161 7 
cem Co. Suaiiee . - ew ww ww | — 10,3 | — 10,3 | — 10,3 10,3 
ccm Flavinenzymloésung. . . | — | — | 0,2 }0,2 | — | — 40,2 
cem Flavinenzymlésung (aufgekocht) . iE Fin | oe Se Oe ee 
Entfirbungszeit in Minuten. . . © 53 | 20 | 14 | 15 | 10 | 10 | 10 


Die Entfirbungszeiten in den Kontrollversuchen ohne Substrat, bzw. 
ohne Dehydrase betrugen mehr als 5 Stunden. 


sich zwar eine geringe Verkiirzung der Methylenblau-Entfirbungs- 
zeit hervorrufen; diese Wirkung ist aber nicht auf das Flavinenzym 
zuriickzufiihren, da sie mit dessen aufgekochter Lésung (in der 
das Flavinenzym zerstért ist) sogar noch in stirkerem Mafe auf- 
trat. Der beobachtete Effekt kann daher nur auf das Vorhanden- 
sein eines Co-Fermentes in der Flavinenzymlésung zuriickzufihren 
sein’), Mit dem Lyochromgehalt hat diese Wirkung offenbar nichts 
zu tun, da weder krystallisiertes Lactoflavin noch gereinigte Lacto- 
lavinphosphor siure eine Verkiirzung der Entf arbungszeiten hervor- 

) a. a. O. S. 406. *) Skand. Arch. Physiol. 70, 192 (1934). 

4) Lediglich durch Co-Fermentwirkung diirfte auch die in unseren 
frilheren orientierenden Versuchen mit Froschmuskelenzym beobachtete 
Steigerung der Lactatdehydrierung nach Zusatz von Flavinenzymlésung zu- 
stande gekommen sein. Th.Wagner-Jauregg, H. Rauen u. E. F. Moller, 
a.a.O. Dagegen gelingt die Verkiirzung der Entfirbungszeiten in den 
Versuchen mit Apfelsiure, Citronensdure und Hexosediphosphorsiure nur 
dureh Zugabe von ungekochter Flavinenzymlésung; es wirkt demnach in 
diesen Fiillen zweifellos das gelbe Ferment. 
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riefen. Welcher Art die Co-Fermentwirkung der Lisungen des 
gelben Fermentes ist, kénnen wir nicht sagen; die aufgekochte 
Flavinenzymlésung enthielt keine Co-Zymase, sondern hemmte die 
Garung'). Die Co-Fermentfrage bei der Milchsiuredehydrierung 
ist ja noch nicht ganz geklirt. So gaben kiirzlich T. W. Birch und 
P.J.G. Mann?) an, daB dabei 2 Co-Fermente beteiligt sein diirften, 

Auch aus Acetonpriparaten von Bacterium Delbriickii‘ 
konnten wir durch 1 stiindige Extraktion mit neutralem m/20- 
Phosphat und Dialyse flavinfreie Milchs’iuredehydraselésungen 
gewinnen, deren Wirksamkeit sich durch Zusatz von Flavinenzym- 
lésungen nicht in spezifischer Weise steigern lieB. 

Die hier mitgeteilten Versuche zeigen, daB Flavinenzym 
(aus Hefe) fiir die anaerobe enzymatische Dehydrierung der 
Milchsaiure zu Brenztraubensiure offenbar belanglos ist. 
Im Milchsiurebacillus Bacterium Delbriickii, der unter aeroben 
Bedingungen Milchséure zu CO, und H,O veratmet, ist nach 
O. Warburg und W. Christian nur gelbes Ferment, aber 
kein eisenhaltiges Oxydationsferment enthalten und es wird in 
diesem Falle Sauerstoff mit Hilfe des gelben Fermentes iiber- 
tragen*). Falls auch hier die Oxydation der Milchsaure iiber 
Brenztraubensiiure vor sich geht, dann greift das gelbe Ferment 
wohl erst in einer spiteren Stufe des Abbaues ein, da, wie wir 
in dieser Arbeit zeigten, eine Beteiligung an der 1. Phase der 
Dehydrierung, namlich der Stufe Milchsiiure —» Brenztrauben- 
siure nicht stattfindet. 

Die Oxydation der Milchsiiure durch Kaninchen- und Ratten- 
niere erfolgt nach K, A.C, Elliott und Mitarbeitern®) gemis 
folgendem Schema: 


2 CH, -CHOH- COOH 





; _on /CH,-CO-COOH\ ,. CH, - COOH 
<=> 2CH,-CO-COOH ==> {| | ao | 
CH,-CO-COOH *  CH,-COOH 
A hypothetisch | 
| -CO, — 2H 
| | Y 
rebate _-2H CHOH.COOH _+1,0 CH-COOH 
CH,-COOH CH, -COOH CH-COOH 





1) Wir verdanken diese Bestimmung der Freundlichkeit yon Herrn 
Prof. H.v. Euler. Vgl. dazu H. v. Euler, E. Adler, u. G. Dahlgren, 
Diese Z. 236, 119 (1935). *) Biochemie. J. 28, 622 (1934). 


*) Stamm vom Institut fiir Girungsgewerbe, Berlin. 
‘) O. Warburg, Naturw. 22, 441 (1934). 
°) Biochemie. J. 28, 1920 (1934); 29, 1937 (193d). 
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Das gelbe Ferment greift in diesen Reaktionscyklus wohl bei 
der Dehydrierung der Apfelsiure zur Oxalessigsiure als Wasser- 
stoff-Zwischenacceptor ein, da wir friiher zeigen konnten, daB die 
Aktivitit der Malicodehydrase aus Froschmuskel und aus Gurken- 
samen durch Zusatz von Flavinenzym gesteigert wird’). 

Nachtrag bei der Korrektur: In einer kiirzlich in dieser 
Zeitschrift erschienenen Arbeit teilen E. Adler und M. Michaelis?) 
mit, daB die Milchsiuredehydrase aus Hefe in ihrer anaeroben 
Funktion (Methylenblaureduktion) durch Zugabe von Flavinenzym 
nicht aktiviert wird. Die Versuche wurden allerdings mit einer 
Dehydraselésung angestellt, die noch <2y gebundenes Flavin 
im ccm enthielt; es war demnach den genannten Autoren die 
villige Entfernung des gelben Fermentes aus der Hefedehydrase 
ebenfalls nicht méglich. In dieser Arbeit wird ferner mitgeteilt, 
daB die Milchséuredehydrase aus Hefe einer Erginzung durch 
ein dialysierbares Co-Enzym nicht bediirfe. Auch wir fanden 
gegen Wasser dialysierte Milchsiuredehydraselésungen aus Hefe 
ohne Zusatz von Co-Ferment voll wirksam*). Doch haben wir 
Anhaltspunkte dafiir, daB in den Lésungen dennoch ein Co-Ferment 
in gebundener oder adsorbierter Form vorhanden sein kénnte, 
das sich aber durch Dialyse in der iiblichen Weise nicht ent- 
fernen laBt 4). 


Fiir die Uberlassung der Colibacillen sind wir Herrn Doz. Dr. H. Habs 
vom Hygienischen Institut Heidelberg zu groBem Dank verpflichtet. Der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir bestens fiir ein Herrn 
E. F. Méller gewihrtes Stipendium. 


1) FuBnote 2, S. 216 und Th.Wagner-Jauregg in Nord-Weidenhagen, 
Ergebnisse der Enzymforschung, 4, 333 (1935). Akadem. Verlagsges. Leipzig. 

2) Diese Z. 235, 154 (1935). 

8) Vgl. dagegen B. Andersson, Diese Z. 217, 186 (1933). 

*) Vgl. dazu auch F.J. Ogston u. D. E.Green, Biochemic. J. 29, 
1983 (1985). 
































Aktivierung der enzymatischen Dehydrierung des Alkohols 
durch Glutathion. 


Von 


Th. Wagner-Jauregg und E. F. Méller. 





(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. September 1935.) 


Wir zeigten friiher, da8 Hexosediphosphorsaure-Dehy- 
drase aus Froschmuskulatur und aus Hefe zu ihrer Komplettierung 
Co-Ferment und Flavinenzym bendtigt'); Versuche von 
A. Hahn, H. Niemer und Bl. Freytag?) haben diesen Befund 
inzwischen bestitigt. Eine weitere Wirkungssteigerung in dem 
angegebenen System konnten wir durch Zugabe von Glutathion 
erzielen. Die gleiche Erscheinung beobachteten wir jetzt auch 
bei der Dehydrierung von Athylalkohol in Gegenwart eines 
dialysierten Extraktes aus gut ausgewaschener Hefe (Apozymase 
(Tab. I, Versuch Nr. 1—5). Der Effekt des Glutathions tritt hier 
viel deutlicher in Erscheinung, wenn die Dehydraseliésung vorher 
einige Stunden mit Luft geschiittelt wird (Tab. I, Versuch Nr. 6, 7). 
Die Erklirung fiir diese Erscheinung ist wohl die, daB in der 
Dehydraselésung urspriinglich vorhandenes SH-Glutathion beim 
Schiitteln durch Sauerstoff oxydiert wird. Damit in Uberein- 
stimmung steht die Tatsache, daB frische Dehydraselésungen viel- 
fach schwache Nitroprussidreaktion zeigen, gealterte Praparate 
dagegen niemals. 
Wirkung wie die Versuche Nr. 12 und 13 der Tab. IV zeigen’). 





1) Th. Wagner-Jauregg, H. Rauen u. E. F. Méller, Diese Z. 228, 
273 (1934); 231, 55 (1935) und zwar S. 58 ff. 

*) Z. Biol. 96, 453 (1935). Vgl. auch A. Schaffner, E. Bauer u. 
H. Berl, Diese Z. 282, 220 (1935); H. v. Euler u. E. Adler, Diese Z. 235, 
127 (1935). F. J. Ogston u. D. E. Green, Biochem. J. 29, 1983 (1935). 


8) Wir verdanken das SS-Glutathion der Freundlichkeit von Herrn 
Doz. Dr. Th. Bersin, Marburg a/Lahn. 


Das SS-Glutathion besitzt keine aktivierende | 
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Tabelle LI. 
Aktivierung der Alkoholdehydrase durch SH-Glutathion. 


Je Ansatz: 0,5 cem Methylenblau 1 : 5000. 
0,1 cem m/2-sek. Phosphat. 
0,5ceem Alkoholdehydrase. Darstellung: 12 g Apozymase 
wurden mit 60 cem m/20-sek. Phosphat 20 Minuten lang bei 37° geschiittelt 
und die Emulsion 1 Stunde lang hochtourig zentrifugiert (15000 Umdreh./Min.). 
Das klare Zentrifugat dialysierten wir 7—15 Stunden unter Eiskiihlung 
vegen destilliertes Wasser, unter mehrfachem Erneuern der AuBenfliissig- 
keit. Der ausgefallene Niederschlag wurde hochtourig abgeschleudert 
(1 Stunde lang) und nun 3—6 Stunden gegen m/10-sek. Phosphat unter Eis- 
kiihlung dialysiert. Loésung A. 
Lésung B = Lésung A, 2 Stunden bei Zimmertemperatur im offenen 
GefiB geschiittelt. 
Gesamtyolumen 3,0 cem; Temperatur 37,5°. 








. 10 Vol.-°/,iger| A. monn »| SH-Glutathion | Entfarbungs- 

Nr. |2™27™-|  Alkohor | Co Ferment 1) 10 ip zeit 
lésung eem ecm eem in Minuten 

1 A 0,3 — — > 120 

2 A 0,3 — 0,1 > 120 

4 A 0,3 0,5 0,1 2 

5 A — 0,5 0,1 > 120 

6 B 0,3 0,5 me 150 

7 B 0,3 0,5 0,1 1%, 

















Bei der Dehydrierung der Hexose-6-monophosphorsidure 
in Gegenwart von Zwischenferment, Flavinenzym und Co-Ferment 
konnten wir friiher eine geringe Aktivierung durch Blausdure 
feststellen?); die beobachteten Zeiten fiir die Entfairbung von 
Methylenblau teilen wir in Tab. IT mit. 

Auch die aktivierende Wirkung der Blausiure lieB sich 
viel deutlicher bei der Dehydrierung des Alkohols in Gegenwart 
sealterter Apozymaseextrakte zeigen; KCN wirkt noch stirker als 
Glutathion (Tab. II). 

H. v. Euler und E. Adler*) wiesen vor kurzem nach, daB 
die enzymatische Dehydrierung der Hexose-mono-phosphorsaure und 
des Alkohols durch Schwermetalle, besonders stark durch Cu, 
Ag und Hg, in geringerem Mafe auch durch Zn- und Fe'-lonen 


1) Darstellung nach O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 266, 
408 (1933) (,,Priparat A“). 

2) Th. Wagner-Jauregg, E. F. Moller u. H. Rauen, Diese Z. 231, 
S.55 und zwar S. 56 unten (1935). 
*) Diese Z. 232, 10 (1935). 
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Tabelle IL. 


Aktivierung der Hexosemonophosphorsiure-Dehydrierung 
durch KON. 


Je Ansatz: 1,0 cem Zwischenferment aus Froschmuskulatur’). 
0,4 ccm m/10-Neuberg-Ester (K-Salz). 
0,4 cem Co-Ferment I’). 


0,3 cem Flavinenzymlésung’); 20—25 y gebundenes Lacto. 


flavin/1 cem. 
0,5 cem Methylenblau 1 : 5000. 
0,3 ccm m/2-sek. Phosphat. 
Gesamtvolumen: 3,0 ccm. Temperatur 37,5°. 














. Entfirbungszeit 
1 —_ 16 
2 0,1 ccm 14 
3 0,7 ccm 8 
4 0,7 cem, ohne Substrat > 60 


Tabelle II. 
Aktivierung der Alkoholdehydrase durch Blausidure. 


Ansitze wie in Tab. I, alle Versuche mit Alkohol und Co-Ferment. 
Priparat C = Frische Enzymlésung. 
Priparat D = Priparat C, 2 Stunden an der Luft geschiittelt. 














Nr Enzym- | m/100-KCN | m/300 SH-Glutathion | Entfirbungszeit 
~ "| préiparat eem ecm in Minuten 
C ne — 8 
2 C 0,1 : 8 
3 D — > 180 
4 D 0,1 - 12 
5 D —- 0,1 16 














gehemmt wird. Hs lag nahe, die von uns beobachtete aktivierende 
Wirkung des Glutathions und der Blausiure zuriickzufihren auf 
die Fahigkeit dieser Substanzen, Spuren von Schwermetallen, die 
in unseren Praparaten enthalten sein konnten, in Komplexen zu 
binden. ‘Tatsichlich konnte die durch zugesetztes Kupfersulfat 
hervorgerufene Hemmung der enzymatischen Dehydrierung des 
Alkohols nicht nur durch Zugabe von KCN, sondern auch von 


1) Darstellung vgl. FuBnote 2, S. 223. 
*) O. Warburg u. W. Christian, a. a. O., S. 407 (,,Lésung B“). 


*) Mit Chloroform gereinigtes Produkt nach O. Warburg u. W. Chri- 
stian, a.a.O., S. 379. 
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sH-Glutathion wieder aufgehoben werden (Tab. LV). Dabei waren 
fiir die Entgiftung von einem Molekiil CuSO, etwa zehn Molekiile 
-H-Glutathion oder Kaliumcyanid ndétig. 

Tabelle IV. 


Hemmung der enzymatischen Alkoholdehydrierung durch 























0 Cu und Reaktivierung durch Glutathion und KCN. 
Je Ansatz: 0,5 cem Co-Ferment I. 
0,5 eem Enzymlésung. 0,5 cem Methylenblau 1 : 5000. 
0,3 eem 10 Vol.-°/, iger Alkohol. 0,1 cem m/2-sek. Phosphat. 


0 


Gesamtvolumen 3,0 cem. Temperatur 37,8°. 





























& '¢ _ Z, 

a) TT © $o ~ 4 = Tr _ 

Z Ris 2 °e 2° y > bee 
2 oy Sk 2G = =e ae 
Nre] +5 23 2 23 =: =o | $&e 

os ian oe = pare — ~ = ee —. 

= sae ~ 2 = = 

ecem cem ecm eem cem eem = 
1 - = - 6] 
2 0,2 won _ Lf 
3 0,2 — 0.1] — 10 
4 0,2 0,1 a ae a 7 
5 0,2 *) 0,1 _ 56 
6 0,2 — —— — 0.05 lt 
‘ 0,2 = ron 0,2 34 
8 0.2 - 0.4 SO) 
q Q,2 0,1 0,2 1] 
10 0,2 0,1 wii 0.4 27, 
il 0,2 — 0.1 0,4 | 
12 0,2 — 0,1 - 0,4 OU 
13 0.2 - 0,1 0.4 Lf 
14 0,2 — — 0.3 0.4 800) 
Ld 0,2 0.1 . 0.3 0.4 > 300 
-*) aufgekocht. 


Von anderen Substanzen, welche Schwermetalle zu binden 
vermogen, wirkte Natriumsulfid mibig, 1-Amino-8-naphthol- 
{-sulfonsiure und Thioglykolsiure gut aktivierend, wihrend 
Pyrophosphat wirkungslos war (Tab. V). Bemerkenswert ist, daB 
ystein den Dehydrierungsvorgang nicht beschleunigt, ja sogar 
lie Glutathionaktivierung aufhebt (Versuch Nr. 14 und 15, Tab. IV. 
Letztere Erscheinung ist wohl darauf zuriickzufiihren, dab Cystein- 
Schwermetallverbindungen die Oxydation des SH-Glutathions 
‘atalysieren. 

In Versuchen mit einem Priparat, bei dessen Darstellung 
esonders auf Vermeidung von Verunreinigung durch Schwer- 
ietalle geachtet wurde, war die durch Zugabe von Glutathion 
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Tabelle V. 
Vergleich verschiedener Aktivatoren. 
Je Ansatz: 


0,3 eem 10 Vol.-°/,iger Alkohol. 0,1 eem m,2-sek. Phosphat. 
0.2 cem Dehydraselésung. 0,5 cem Methylenblau 1:5000. 
0,5 cem Co-Zymase (23 Co cem). 1,3 cem H,0. 


0,1 eem Zusiitze. 








_— Entfirbungszeit 

in Minuten 

Ns oe he eae a Oe a ae ee, 240 

‘m 100-1-Amino-8-naphthol-4-sulfonsaures Na . . 12'/, 

i a a ae a a re 12 "/, 

m 100-Thioglykolsiiure ........2.224. 17 

ES ca oe a ee eK AH BG 50 

kg | Se a ae > 220 


oder KCN erzielte Aktivierung eine geringere als gewodhnlich. 
Diese ‘Tatsache ist als weiterer Beweis dafiir anzusehen, daB di 
Aktivierung durch Bindung von Schwermetall hervor- 
sebracht wird. 

Die aktivierende Wirkung des Glutathions bei Dehydrierungsvorgiingen 
kommt in einigen Fallen wahrscheinlich dadurch zustande, daB es als 
Zwischenacceptor in die Kette der Oxydationsstufen eingeschaltet ist. 
Auf diese Weise erkliren N. U. Meldrum und H.L. A. Tarr’) die Be 
schleunigung der Sauerstoffaufnahme, welche im System: Hexosemono 
phosphorsiiure—Zwischenferment—Co-Ferment nach Zusatz von Glutathion 
erfolgt. Die genannten Autoren konnten feststellen, dali dabei SS-Glutathion 
zur SH-Form reduziert wird und daB der begrenzende Faktor der Oxydations 
geschwindigkeit offenbar die Geschwindigkeit der Riickoxydation des red 
zierten Glutathions ist. DaB bei unseren Versuchen das Glutathion als 
Zwischenacceptor nicht in Frage kommt, geht daraus hervor, dab nur di 
reduzierte Form aktivierend wirkt, ein stindiger Wechsel der Oxydations 
stufen demnach nicht stattfindet. Die Dehydrierung des SH-Glutathions 
kann schon aus dem Grunde nicht die geschwindigkeitsbestimmende Reaktion 
sein, weil in den Kontrollréhrchen ohne Alkoholzusatz bei der von un: 
gewihlten Glutathionkonzentration stets sehr lange Entfirbungszeiten zu 
beobachten waren (vgl. z. B. Versuch Nr. 5, Tab. D. 

Die hier mitgeteilten Versuche erweitern unsere Vorstellun: 
iiber die biologische Bedeutung der Thiolverbindungen. Sie zeigen, 
daB das Glutathion neben der bekannten Wirkung als Aktivato 
hydrolytischer und dismutierender Enzyme [Papain, Kathepsin, 
Arginase, Methylglyoxalase?)] im Verein mit Schwermetallen auch 


'y Biochem. Journ. 29, 108 (1935). 
2) Vel. z. B. die Zusammenfassung von Th. Bersin in Nord-Weidenhage”. 
Ergebnisse der Enzymforschung 4, 68 (1935). Akadem. Verlags-Ges, Leipzi 
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as 


Regulator enzymatischer Dehydrierungsvorgdnge auftreten kann. 
\\églicherweise vermag es in gleicher Eigenschaft auch unter 
vatiirlachen Bedingungen, im Stoffwechsel zu wirken. 

H. v. Euler und E. Adler’) zeigten, daB die Dehydrierung des 

|kohols durch Hefehydrase der Mitwirkung von ,,zgelbem Ferment“ bedarf, 
ud Th. Wagner-Jauregg und H. Rauen’) konnten diese Angabe auc h 
fiir pHanzliche Alkoholdehydrase aus Bohnensamen bestiitigen. In den hier 
heschriebenen Versuchen lieB sich die Wirksamkeit der Extrakte aus ver- 
schiedenen Apozymasepriparaten nur in einem einzigen Falle (Versuche 
der Tab. IV) durch Zusatz von Flavinenzym steigern; die Mehrzahl unserer 
Dehydraselésungen enthielt offenbar geniigend von diesem Aktivator. Auch 
\lkoholoxydasepriiparate, die wir genau nach den Angaben von H.y. Euler 
nd E. Adler durch Fallen von Lebedewsaft aus Léwenbriiuhefe mit 
Aceton herstellten, waren nicht véllig frei von Flavinenzym. Es diirfte die 
Leichtigkeit, mit der sich das gelbe Ferment entfernen lift, stark von der 
angewandten Hefesorte abhingen. 

Als Co-Enzym fanden H. vy. Euler, E. Adler, F. Schlenk und 

G. Giinther’) bei der Alkoholdehydrierung nur die Co-Zymase wirksam, 
nicht dagegen das Co-Ferment von O. Warburg und W. Christian. Wir 
erzielten durch Zusatz eines yon uns dargestellten Warburg-Christian- 
schen Co-Fermentes I stets gute Aktivierung dialysierter Alkoholdehydrase- 
ljsungen; doch war diese Aktivatorwirkung auf den Co-Zymasegehalt 
unseres Priiparates zuriickzufiihren, wie der quantitative Vergleich mit einer 
(o-Zymaselésung*) zeigt (Tab. VI). 


Tabelle VI. 
Je Ansatz: 0,5 cem frische Alkoholdehydraselésung. 
0,3 cem Alkohol, 10 Vol.-°/,ig. 
0,5 cem Methylenblau 1 : 5000. 
0,2 cem m 2-sek. Phosphat. 
0,3 eem Co-Enzymloésung. 
Gesamtvolumen: 3,0 cem. Temperatur: 38,1°. 











‘ Entfirbungszeit 
Co-Enzym yi Oe 
, in Minuten 
J Co-Ferment I nach Warburg u. Christian, | ' 
) 
| 23 Co-Einheiten cem enthaltend f 
2 | Co-Zymase von Prof. v. Euler, 23 Co-Einheiten ccm 6 
3 ohne Co-Enzym (H,0) » 600 





Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir bestens fiir ein 
ferrn E. F. Méller gewiihrtes Stipendium. 


Diese Z. 226, 195 (1934). *) Diese Z. 253, 215 (1935). 

Diese Z. 235, 120 (1935). 

Fiir deren Uberlassung, sowie fiir die Bestimmung des Co-Zymase- 
ehaltes unseres Co-Fermentpriparates sind wir Herrn Prof. H. vy. Euler 
u sehr groBem Dank verptlichtet. Der Reinheitsgrad des Co-Zymase-Pri- 
arates war 50000 ACo. 

16 * 





Uber krystallisiertes Hypoxanthin. 
Von 
H, Steudel. 
Mit 1 Figur im Text. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Berlin.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. September 1935.) 


Gelegentlich einer vergleichenden Bestimmung von Nuclein- 
basen kam es mir daraut an, vollig reines Xanthin und Hypo- 
xanthin zu besitzen. Es wurden deshalb die Basen, die aut 
bekannte Weise gewonnen worden waren, mehrmals umkrystalli- 


siert, und zwar das Hypoxanthin als Chlorid und das Xanthi: 





iiber das Sulfat und die Xanthinammoniakverbindung. Als nw 
aus der heifen Lésung des Hypoxanthinchlorides durch Zusat: 
yon Natriumacetatlésung das freie Hypoxanthin bereitet wurd 
krystallisierte es in groBen, glitzernden, rhombischen Pliittcher 
wiihrend das Xanthin, ebenso behandelt, immer nur kleinkrysta! 
linisch in Prismenform austiel. Selbst nach vielfachem (10 bi 
12maligem) Umkrystallisieren iinderten sich die Krystallforme 
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icht. Die Substanzen waren beide schneeweif, auch das Xanthin, 
as zuerst immer in der bekannten gelblichen Fiarbung ausfiillt, 
ach der Behandlung mit Tierkohle aber ebenfalls weiB wird. 
las Hypoxanthin gab keine Spur von Murexidprobe oder 
Veidelscher Probe, wiihrend das Xanthin diese beiden -Reak- 
ionen natiirlich prachtvoll gab. 

Die Analysen der beiden Krystallisationen ergaben folgende 
Werte: 


































Xanthin: 
1,865 mg Subst.: 4,92 cem n/100-H,SO, = 36,92°/, N (Mikrokjeldahl). 
2.175 mg ‘is 5,69 eem a <= $6,68°/, ., 
5,029 mg_sCs=é, 7,170 mg CO,, 1,860 mg H,O = 38,88°/, Cu. 3,03°/, H. 


Ber. C 39,45 H 2,65 N 36.84. 


Hypoxanthin: 
3,240 mg Subst.: 9,55 cem n/100-H,SO, = 41,26°, N. 


1,920 mg 5 9,66 Cem - = 41,27°), ,, 
5,239 mg » 8,420 mg CO,, 1,510 mg H,O = 43,83°/, Cu. 3,23°/, H. 


Ber. C 44,08 H 2,96 N 41,17. 


Es kann also gar kein Zweifel sein, daB die Substanzen so 
rein wie nur méglich waren. 

Nun ist aber von Horbaczewski?) die Zeichnung einer 
Krystallisation von Nanthin veréffentlicht, die auch in viele Lehr- 
biicher *) tibergegangen ist. Dieses Bild entspricht véllig demjenigen, 
welches das reine Hypoxanthin liefert [vgl. die photographische 
Aufnahme*) §. 228), und man mu8 annehmen, dab damals eine 
Verwechslung der beiden Substanzen vorgekommen ist. 


') Diese Z, 23, 226 (1897). 
*) Huppert-Neubauer-Vogel, Analyse des Harns. 10. Aufl. (1898) 
S. 348. — Hawk, Practical physiological Chemistry. 6. Aut. Philadelphia 
1920. 8. 373. 
*) VergréBerung Zeiss 10 x 8. 
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Das Verhalten von Urobilinogen in der Leber. 
Von 
K. Felix und H. Moebus. 


Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 


[Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M. *)] 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. September 1935.) 


Unsere heutigen Kenntnisse iiber die Herkunft des Uro 
bilinogens und Urobilins im Harn und die Bedeutung seiner ver 
mehrten Ausscheidung gehen auf einen Versuch zuriick, det 
Friedrich Miller im Jahre 1892 ausgefiihrt hat 5). Bei villigem 
VerschluB des Ductus choledochus fehlt das Urobilin im Darm 
wie im Harn. Wird einem solchen Patienten Schweinegalle mit 


der Schlundsonde zugefiihrt, so lift es sich in beiden wieder 


nachweisen. Damit ist bewiesen, daB das Urobilin aus dem 
Gallenfarbstoff gebildet wird und daB das Darmurobilin (Sterco- 
bilin) mit dem Harnurobilin nahe verwandt, vielleicht sogar iden- 
tisch sein mub, wie das nun aus den neuesten Arbeiten vor 
C. J. Watson auch hervorgeht 8). 

Nach H. Fischer und F, Meyer-Betz ist das Urobilinogen 
identisch mit dem Mesobilirubinogen und wird aus dem Bilirubin 
durch Reduktion mit Natriumamalgam erhalten.!) Im Darm er- 
folgt die Reduktion durch Bakterien. Die Gewebe des Organismus 
selbst scheinen sie nicht vornehmen zu kiénnen. 

Kin Teil des Urobilinogens wird bereits im Darm in Urobilin 
bzw. Stercobilin umgewandelt und mit dem Kot ausgeschieden: 
ein anderer, vielleicht der gréBere Teil wird resorbiert und kommt 
mit dem Pfortaderblut in die Leber. Dort wird es fast voll- 
kommen zuriickgehalten; denn der normale Harn enthialt nu: 
ganz geringe Mengen. Sowie aber die Leber geschiadigt ist 
(Zirrhose, Vergiftung durch Alkohol oder Phosphor, Stauung 
Infektionen usw.), erscheinen gréBere Mengen im Harn. Die Lebe: 


*) Die Versuche wurden in den beiden vorausgegangenen Jahren in 
Laboratorium der II. Mediz. Klinik in Miinchen ausgefiihrt. 
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hat nun die Fahigkeit verloren, das Urobilinogen zuriickzuhalten. 
Vas sie normalerweise mit ihm vornimmt, ist nicht bekannt; 
vielfach wird vermutet, daf sie es zu Bilirubin dehydriert und 
wieder in den Darm ausscheidet. 

Auf eine Anregung von Herrn Geheimrat von Miller hin 
uaben wir nun Versuche tiber das Verhalten von Urobilinogen 
in der Leber angestellt. Nach zahireichen Vorversuchen mit 
den verschiedensten Verfahren erwies sich folgende einfache An- 
ordnung als die zweckmiiBigste. Urobilinogen wurde mit Leber- 
brei_ bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration und in 
Gegenwart von Sauerstott stehen gelassen und an der Aldehyd- 
reaktion seine Veriinderung verfolgt. 

Das Urobilinogen haben wir nach H. Fischer und P. Mayer?) 
dargestellt. Da wir nur mit sehr kleinen Mengen arbeiten konnten, 
wurde das Urobilinogen nicht isoliert, sondern die Reaktions- 
lliissigkeit, die bei der Reduktion des Bilirubins erhalten wurde, 
direkt verwendet. Nach der colorimetrischen Bestimmung betrug 
die Ausbeute aus 30 mg Bilirubin etwa 5—6mg Urobilinogen; 
eine entsprechende Menge konnte in einem Versuch auch isoliert 
werden. 

Wir verwandten ausschlieBlich Schweineleber, die ganz frisch 
aus dem Schlachthaus bezogen wurde; ilteres Material ist un- 
seeignet. Zur Bestimmung des Urobilinogens benutzten wir die 
Terwensche Methode®) in der Modifikation von C. J. Watson"), 
Nach ihr wird mit Ferrohydroxyd enteiweiBt und _ reduziert. 
Dabei bildet sich ein sehr voluminéser Niederschlag, von dem 
nach der Vorschrift abfiltriert werden soll. In ihm bleibt aber 
ein groBer Teil.des Urobilinogens hingen. Wir haben deswegen 
das ganze Gemisch ohne zu filtrieren mit Eisessig angesiuert und 
mit peroxydfreiem Ather extrahiert. Aus dem Ather wurde das 
Urobilinogen direkt mit Ehrlichs Aldehydreagens ausgeschiittelt 
und die wiBrige rote Schicht im Stufenphotometer durch Filter S 
50 photometriert. Damit die Reduktion des entstandenen Uro- 
bilins méglichst vollstindig sei, lieben wir die Mischung vor der 
Extraktion 10 Stunden im Dunkeln stehen. Auch dann blieb 
hiufig noch ein kleiner Rest unveriinderten Urobilins. Die Be- 
stimmung wurde gleich nach dem Ansatz ausgefiihrt und in der 
Regel nach 6 und 26 Stunden wiederholt. 

Unter dem EinfluB des Leberbreis nahm nun regelmiBig die 
Intensitat der Aldehydreaktion ab; beim Durchleiten von Sauer- 
stoff sehr stark und, wenn man nur Luft zutreten lie}, schwicher. 
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Der Vorgang besitzt ein deutliches Optimum bei p,, 7,1. i: 
Stickstoffatmosphire blieb das Urobilinogen unverindert. Ge- 
kochter Leberbrei hatte keine Wirkung mehr; es trat héchsten; 
eine Oxydation zu Urobilin ein, wenn geniigend Sauerstoff durch- 
geleitet wurde. 

Der Abnahme der Intensitét der Aldehydreaktion liegt als 
ein Vorgang zugrunde, welcher an die Gegenwart von Sauerstot: 
gebunden ist und von der Wasserstoffionenkonzentration abhingt. 
Die Unwirksamkeit der gekochten Leber deutet weiter daraufhin. 
daB ein Ferment beteiligt ist. Die Bildung von Urobilin, das 
durch Ferrohydroxyd nicht mehr zuriick reduziert werden kann. 
hat an dem Vorgang nur geringen Anteil. In den _paralle 
laufenden Leerversuchen, bei denen der Leberbrei durch ein gleiche 
Volumen Ringerlésung ersetzt war, nahm die Farbintensitiit in 
folge des nicht reduzierbaren Restes von Urobilin um 7—10°/ 
ab, und zwar zwischen p,, 6,5 und 8 unabhiingig von der Wasser- 
stoffionenkonzentration. In den Vollversuchen wird noch wenige: 
Urobilin gebildet, da die reduzierenden Substanzen im Leberbrei 
das Urobilinogen vor der Oxydation durch Sauerstoff schiitzen. 
Bei p,, 8,4 nimmt die Farbstirke im Vollversuch um 2 und im 
Leerversuch um 5°/, ab. LaBt man Leberbrei mit Urobilinogen 
einfach an der Luft stehen, so behilt die Aldehydreaktion auch 
bei p,, 7,1 noch bis 1 Stunde nach dem Ansatz ihre volle Stiirke. 
wihrend in dem Leerversuch schon nach 5 Minuten eine deut- 
liche Braunfiirbung und positive Fluorescenzprobe auf Urobilin 
auftritt. 

Uber die Natur der Veriinderungen, die sich am Urobilinogen 
im Leberbrei vollziehen, kénnen vorerst nur Vermutungen geiiubert 
werden. Bilirubin diirfte nicht entstehen, denn die Gmelinsche 
wie auch die Diazoreaktion waren stets negativ. Es muB eine 
Substanz gebildet werden, welche weder die Aldehyd- noch die 
Fluorescenzprobe gibt. Vielleicht greift die Leber an der mittel- 
stindigen Methylengruppe an, da sie nach H. Fischer und Mit- 
arbeitern®) die Grundlage fiir die Aldehydreaktion des Urobilinogens 
ist, und zerlegt das Molekiil in zwei oder mehrere, vielleicht vier 
Bruchstiicke. 


Versuche. 


Zur Darstellung des Urobilinogens haben wir jeweils 13 mg Bili 
rubin (Hoffmann-La Roche) in 13 cem 0,1 n-NaOH gelést und nacl 
H. Fi scher’) mit 1 g 5°/,-Natriumamalgam 1 Stunde lang in brauner Flasch: 
geschiittelt. Die Fliissigkeit wurde dann in einen 20 cem-MeBkolben iiber 
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ge‘tihrt und mit 5°/, Schwefelsiure bis zur kongosauren Reaktion ver- 
seizt, Wobei ein Niederschlag auftrat. Dann wurde mit gesiittigter Soda- 
\jsung wieder schwach alkalisch gemacht und mit Wasser bis zur Marke 
aufgefiillt. Nach der colorimetrischen Bestimmung betrug die Ausbeute 
mist 3—4mg Urobilinogen. 

Aus einem Versuch mit 30 mg Bilirubin lieBen sich 5,38 mg Urobilinogen 
svlieren. Solch kleine Ansiitze liefern naturgemiB bedeutend geringere 
Ausbeuten wie gréBere. Nach H. Fischer erhilt man aus 5g Bilirubin 
2 ¢ Mesobilirubinogen. 

Von dem dargestellten Urobilinogen bereiteten wir Lisungen ver- 
schiedener Konzentration und verglichen sie mit der sodaalkalischen Phenol- 
phthaleinlésung ‘T'erwens*) im Autenrieth-Colorimeter. Wir erhielten so 
eine Kichkurve, mittels derer wir die Ausbeute an Urobilinogen bei den 
einzelnen Darstellungen bestimmen konnten. Bei uns entsprach der Farb- 
wert der Phenolphthaleinlésung dem einer 0,35 mg’ ,-Lésung von Uro- 
bilinogen, nach Terwen dem einer 0,4 mg” ,-Lésung. 

Die frische Schweineleber wurde in der Hackmaschine zerkleinert 
uid koliert. In gesonderten Versuchen ermittelten wir, wie viel Natron- 
lauge dem Brei zugesetzt werden mubte, damit er eine gewiinschte Wasser- 
stoffionenkonzentration erreichte. 20cem des Breies wurden fiir den Ver- 
such mit der berechneten Menge Natronlauge, 20 cem 0,2 m-Phosphatpuffer, 
20 cem Urobilinogenlésung, 5 cem Toluol und einigen Tropfen Oktylalkohol 
gemischt. Darnach wurde noch einmal die endgiiltige Wasserstoffionen- 
konzentration mit dem Foliencolorimeter gemessen. 

Sofort nach dem Ansatz wurde der Anfangswert des Urobilinogens 
bestimmt. Nach den Angaben von Watson mischten wir dazu 15 ecm 
der Versuchslésung mit 40 cem Wasser, 50 ccm einer 16 °/,-Lésung von 
Mohrschem Salz und 15 cem einer 12 °/,-Natronlauge und lieBen das Ganze 
10 Stunden im Dunkeln stehen. Abweichend von der Originalmethode 
wurde jetzt nicht filtriert, sondern die Mischung direkt weiter behandelt, 
wobei wir uns nach den Angaben von O, Fiirth und K. Singer‘) richteten. 
0 cem wurden mit 25 cem Eisessig versetzt und mit 25 ccm peroxydfreiem 
Ather 6 Minuten lang geschiittelt: Die abgetrennte ditherische Schicht wurde 
zweimal mit wenig Wasser gewaschen und dann mit 1 cem Ehrlichs 
Aldehydreagens (0,33 g p-Dimethylaminobenzaldehyd, 50 ccm Wasser und 
\0 eem konz. Salzsiiure) 3 Minuten lang ausgeschiittelt. Die abgetrennte 
und filtrierte wiBrige Schicht wurde mit 0,2 cem Wasser und 3 ccm einer 
gesittigten wiBrigen Natriumacetatlésung versetzt. 30 Minuten nach dem 
Ausschiitteln des Atherextraktes mit dem Aldehydreagens hatte die rote 
farbe ihr Maximum erreicht. Dann wurde in einer 20 mm Kiivette ihr 
xtinktionskoeffizient im Stufenphotometer mit Filter S 50 bestimmt. 

Daf nach diesem Arbeitsgang aus dem Eisen—Eiweib-Niederschlag 
praktisch alles Urobilinogen zuriickgewonnen wird, mége folgender Versuch 
eweisen: 10 ccm einer Stammlésung von reduziertem Bilirubin gaben fiir 
sich allein behandelt eine Farblésung mit einem Extinktionskoeffizienten 
m 0,502. Wenn 10cem der gleichen Lésung mit Leber gemischt und 


*) lecm einer 0,05°), alkoholischen Phenolphthaleinlésung wird mit 
»cem einer kalt gesittigten Natrium-Carbonatlésung gemischt und mit 
Wasser auf 100 cem aufgefiillt. 
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dann sofort aufgearbeitet wurden, betrug der 


K. Felix und H. Moebus, 


Extinktionskoeffizient 0,5 \0, 


Wurde aber erst vom Eisen-Eiweib-Niederschlag abfiltriert, gewaschen und 
das Filtrat untersucht, so resultierte eine farblose Endlésung mit dem }:x. 
tinktionskoeffizienten 0. 


Auf der Gegenseite des Stufenphotometers hatten wir eine gle 


groBe Kiivette mit Wasser, nachdem sich herausgestellt hatte, daB cas 
Aldehydreagens nicht mehr Licht absorbierte. 


Die verbleibenden 50 cem des Ansatzes wurden in brauner Flasche 
in einen Thermostaten von 37° gehingt, dabei entweder sich selbst iiber- 


lassen oder Sauerstoff oder Stickstoff durchgeleitet. 


Nach 6 Stunden wad 


nach 26 Stunden wurde wieder in je 15 cem das Urobilinogen bestimunt. 
Neben den Vollversuchen lief jeweils ein Leerversuch, bei dem die 20 cem 
Leberbrei durch 20 cem Ringerlésung ersetzt waren. 


In der folgenden Tab. I sind Versuche zusammengestellt, bei denen 
wir Sauerstoff durchgeleitet haben. 


Tabelle I. 


Versuche mit Sauerstoffdurchleitung. 








Versuch 


Vollversuch 


Leerversuch 
Vollversuch 
Vollversuch 
Leerversuch 
Vollversuch 
Leerversuch 
Vollversuch 
Leerversuch 
Voliversuch 
Leerversuch 
Vollversuch 
Leerversuch 
Vollversuch 
Leerversuch 
Vollversuch 
Leerversuch 
Vollversuch 
lLeerversuch 
Vollversuch 
Leerversuch 
Vollversuch 
Leerversuch 
Vollversuch 
Leerversuch 





Extinktionskoeffizient 


0 


0,420 


0,420 
0,393 
0,382 
0,382 
0,432 
0,433 
0,456 
0,457 
0,437 
0,439 
0,374 
0,378 
0,413 
0,416 
0,413 
0,416 
0,441 
0,445 
0,456 
0,459 
0,462 
0,465 
0,374 
0,376 


nach Stunden 
6 


0,352 
0.400 


0,281 
0,401 
0,205 
0.395 


26 


0,273 


0,388 
0,255 
0,149 
0,352 
0,151 
0,395 
0,091 
0,420 
0,022 
0,408 


0,348 
0,033 
0,383 
0,124 
0,374 
0,154 
0,410 
0,237 
0,417 
0,328 
0,418 
0,367 
0,360 





Abnahme 





Aus 
Die Farbin 
suche war 
SchluB ne; 
sc:wach s 
Reaktion je 

Die 
abhingig 
Abnahme 
tiuseht ein 
nicht vollk 


In d 
lisungen | 
Luft gesck 
90°/, ab; 


wihrend di 
Die Leber 


Zeit } 
Extin 


Miscl 
leitet Saue 
durch Fert 
Verlust vo 


Versuch 


Die 
ausgef tihrt 
Aldehydre 


Versu 





PH 















Das Verhalten von Urobilinogen in der Leber. 935 








Aus der Tabelle geht deutlich das Optimum bei py = 7,1 hervor. 
Dio Farbintensitéit nimmt hier um 80 bis 100°), ab. In einem der Ver- 
suche waren sowohl die Aldehyd- als auch die Fluorescenzreaktion am 
/SchluB negativ; es ist also auch kein Urobilin gebildet worden. Bei 
sc)wach saurer Reaktion ist der Abbau gering und bei einer alkalischen 
Reaktion jenseits von py 8,4 tritt tiberhaupt keine Veriinderung mehr ein. 

Die Abnahme in den Leerversuchen betriigt 7 bis 10 °/, und ist un- 
abhiingig vom p,;, zwischen 6,5 und 8; nur bei p,, 8,4 ist auch hier die 
Abnahme geringer. Das Urobilin stért etwas bei der Bestimmung und 
tiuscht einen etwas geringeren Abbau vor, da seine Farbe durch das Filter 
nicht vollkommen ausgeschaltet wird. 

In den folgenden Versuchen (Tab. II) haben wir unsere Versuchs- 
lisungen bei p,, 7,1 und 387° in etwas gréBeren GefiiBen einfach nur mit 
Luft geschiittelt. Hier nahm die Aldehydreaktion weniger stark, nur um 
20°, ab; die Fluorescenzprobe war auch nach 30 Stunden noch negatiy, 
wihrend die Leerversuche schon in wenigen Minuten deutlich braun wurden. 
Die Leber hemmt somit die Bildung von Urobilin. 


Tabelle LU. 


Versuch mit Luftzutritt bei pj, 7,1. 


Zeit in Stunden .... 0 2 5 8 30 
Extinktionskoeffizient . . 0,926 0,796 0,754 0,754 0,754 


Mischt man die Urobilinogenlésung mit gekochtem Leberbrei und 
leitet Sauerstoff durch, so wird viel Urobilin gebildet, das aber zu 80°, 
durch Ferrohydroxyd wieder reduziert wird; bei p;,; 7,1 bleibt noch ein 


Verlust von 20°. ; 
Tabelle III. 


Versuch mit gekochtem Leberbrei und Sauerstoffdurchleitung 
bei Pu ‘eB 
oO” 


Zeit in Stunden ...... 0 27 
Extinktionskoeffizient . . . . 0,469 0,376 


Die folgenden Versuche (Tab. IV) wurden in Stickstoffatmosphiire 
ausgefiihrt. Bei ihnen dndert sich der Extinktionskoeffizient nach der 
Aldehydreaktion praktisch nicht. 


Tabelle IV. 


Versuche mit rohem Leberbrei in Stickstoffatmosphire. 














k:xtinktionskoeffizient 
PH Versuch ; nach Stunden Abnahme 
0 18 30 "he 
6,5 Vollversuch 0,452 0,450 0,451 
A Vollversuch 0,420 0,420 0,420 | 
Leerversuch 0,425 0,425 0,425 0 
7,9 Vollversuch 0,562 0,560 0,560 
Vollversuch 0,552 0.550 0,550 
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In verschiedenen Versuchen, bei denen wir zu wenig oder kein To \10) 
hinzugesetzt hatten, nahm die Farbstiirke der Aldehydreaktion bis e wa 
zur sechsten Stunde ab, um dann wieder stiirker zu werden. Vermut, ic} 
haben hier Bakterien aus dem Urobilinogen oder aus Bestandteilen |e; 
Leber Stoffe gebildet, die eine starke Aldehydreaktion geben. 


Zusammenfassung. 

Urobilinogen wird durch Leberbrei so verindert, daB es ie 
Aldehydreaktion nicht mehr gibt. Der Vorgang hingt von der 
Wasserstoffionenkonzentration ab und besitzt ein Optimum hei 
P; 71, ferner ist er an die Gegenwart von Sauerstoff gebunden. 
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Prostataphosphatase. 
Von 
Waldemar Kutscher und Hajo Wolbergs. 


(Aus dem Physielogischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. September 1935.) 


Vor einiger Zeit’) berichteten die Verf. iiber Beobachtungen, 
die sie bei der Untersuchung der Ausscheidung der mensch- 
lichen Harnphosphatase gemacht hatten. In Ubereinstimmung mit 
anderen Autoren’) fanden sie im Harn minnlicher Personen auBer- 
ordentlich starke, kurz dauernde Steigerungen der Phosphatase- 
ausschwemmungen, die besonders hiiufig nach den Mittagsmahlzeiten, 
oft auch in der Friihe auftraten und deren Deutung groBe Schwierig- 
keiten bereitete. Diese Phosphataseausschwemmungen wurden auch 
bei einer gréBeren Versuchsreihe beobachtet, bei der mehrere Ver- 
suchspersonen auf eine gleichartige Diit und Lebensweise eingestellt 
wurden*), Versuche, einen Zusammenhang mit der Ernihrung 
herzustellen, hatten bisher kein eindeutiges Ergebnis gezeitigt. Es 
wurde aber schon in der angezogenen Mitteilung') bei der Besprechung 
der Substratwahl hervorgehoben, dab die Verwendung mehrerer Sub- 
strate nebeneinander die Erkennung von Phosphatasen verschie- 
dener Substratspezifitiit erméglichen sollte. Wir sind nun in der 
Lage, einige interessante Befunde mitzuteilen, die geeignet sind, 
die Frage der Einheitlichkeit der ,,Harnphosphatase“ in einem 
neuen Licht erscheinen zu lassen. Auffallenderweise fehlten 
die erwihnten Phosphataseausschwemmungen bei Frauen und 
‘ilteren Personen); diese Beobachtungen lieBen bei dem einen 
von uns (H. W.) die Vermutung aufkommen, da die erwihnten 
starken Phosphataseausschwemmungen durch Beimengung irgend- 
einer Phosphatase des minnlichen Genitaltraktes bedingt sein 

1) Naturw. 1935, 558. 

2?) A. Dmochowski u. D. Assenhajm, Naturw. 1935, 501. 

8) Diese Untersuchungen wurden yon H.W. durchgefiihrt, und er 
wird demniichst iiber sie berichten. 
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kénnten. Sein erster Versuch zeigte sofort, da8 im Kjakulat?) e \¢ 
auBerordentlich wirksame Phosphatase vorkommt, deren p,,-O} ‘i- 
mum mit dem Optimum der Harnphosphatase?) iibereinstimm .. 
Der Phosphatasereichtum des Ejakulates ist so groB, daB auch nur 
eine geringe Beimengung desselben oder eines ihn zusammen- 
setzenden Sekrets wahrscheinlich ausreichen diirfte, um auch cie 
stiirkste Phosphataseausschwemmung zu erkliren. In welchon 
Fallen und wie weit dies tatsiichlich der Fall ist, miBte natiir- 
lich erst eine eingehende Untersuchung zeigen. 

Ks war nun von grofem Interesse festzustellen, welche von 
den Driisen des menschlichen Genitaltraktes fiir die Phosphatase- 
beimengung des Kjakulates verantwortlich ist. Die Untersuchung 
der einzelnen Organe zeigte, dab es sich um die Prostata handeln 
mub. Nachfolgender Versuch gibt einen Uberblick tiber das Phos- 
phatasevorkommen in den Driisen des Genitaltraktes. 

Methode: Jedes Organ aus dem Genitaltraktus*) einer Leiche eines 
46 jiihrigen Mannes wurde sauber priipariert und Organbrei hergestellt: 
nach Verriihren mit der 4fachen Gewichtsmenge physiologischer Kochsalz 
lésung wurde scharf zentrifugiert und die iiberstehende Fliissigkeit durch 
Faltenfilter filtriert; je 2 cem des Filtrats dienten zu einem Fermentansatz, 
der analog dem in der Mitteilung von W. K.*) angegebenen ausgefiilirt 
wurde; da der Prostataextrakt auBerordentlich kriftig spaltete, muBte hier 


mit einer Verdiinnung von 1: 100 gearbeitet werden. Als Substrat diente 
3-Glycerinphosphorsaures Na. 


Pu 4,65; 1 Stunde bei 37°; mg P. 





| Hoden | Nebenhoden 


Samenblase | Samenleiter | Prostat 





1:5 | 1:5 | 135 | i+9 | 1: 100 
0,10 0,23 0,46 0,28 2,39 
Wahrend also die meisten Driisen nur eine geringfiigive 
phosphatatische Aktivitiit zeigen, enthilt die Prostata etwa 
1200 PE‘) pro g Gewebe; wahrscheinlich ist der Enzymgehalt 
des Organes noch griber, da auf die sonst iibliche autolytisclie 
Freisetzung verzichtet wurde. Dafiir spricht auch die Tatsachi. 


Verdiinnung 





") Das Untersuchungsmaterial verdanken wir dem freundlichen Ent 
gegenkommen der Universititshautklinik, der wir auch an dieser Sti 
unseren herzlichsten Dank aussprechen. 

*) W. K., Diese Z. 285, 62 (1935). 

*) Fiir die Uberlassung der Organe sei dem hiesigen Pathologisc! 
Institut bestens gedankt. 

*) H. u. E. Albers, Diese Z. 232, 179 (1935). 
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da ein von uns untersuchtes funktionstiichtiges Ejakulat 5580 PE 
pro 1g enthielt, was in diesem Fall einer Gesamtproduktion von 
etwa 34000 PE entsprach. Damit gehért die Prostata zu den 
phosphatasereichsten Organen des ‘Tierkérpers. Zum Vergleich 
dazu sei erwahnt, daB eine von uns gerade untersuchte mensch- 
liche Niere einen Phosphatasegehalt von etwa 14 PE pro g zeigte 
berechnet fiir die Phosphatase vom alkal. Optimum; der Gehalt 
an saurer Phosphatase ist geringer). 

Die befriedigende Ubereinstimmung der Aktivitits-p,,-Kurven 
cestattet es, die Identitit der Kjakulatphosphatase und der Pro- 
stataphosphatase anzunehmen. 


4 Stunden; 37°; Substrat: Phenylphosphorsiiure; mg P. 





Pu 2 3 3,7 4,65 5,4 6.0] 6,7 
Ejakulatphosphatase. . . . [10,10 | 11,25 | 11,25 [11,45 [10,40 | 7,5] 4,07 
Prostataphosphatase. . . . [16,6 [17,1 [17,1 [17,4 [15,8 [13,9] 2,78 























Eine Phosphatase vom alkal. Optimum kommt in der Prostata 
in nennenswerten Mengen nicht vor. 

Im Verhalten gegeniiber verschiedenen Substraten zeigt die 
Prostataphosphatase einige bemerkenswerte Unterschiede gegen- 
iiber der Harnphosphatase, wie nachfolgende Versuche zeigen: 


1 Stunde bei 37°: Prostataextrakt 1: 100. 





rr Phenyl- | «-Glyc.- | 6-Glyc.- | Hexose-| Pyro- 
i phosph. | Phosph. | Phosph. | diphos. | phosphat 
3,0 2,29 2,49 0,95 0,26 
Rel. AusmaB der Spaltung 1,4 1,0 1,1 0,41 

















Besonders hervorgehoben sei, dais a- und £-Glycerophosphat 
etwa gleich stark gespalten werden, wiihrend bei den meisten 
anderen Phosphatasen betriichtliche Unterschiede bestehen. Die 
Kjakulatphosphatase zeigte erwartungsgemiB die gleiche Substrat- 
spezifitit. Vergleicht man damit die in Tab. 4, diese Z. 235, 67, mit- 
veteilten entsprechenden Befunde bei der Harnphosphatase, so findet 
man, daB 3-Glycerophosphat etwa 3 mal stiirker gespalten wird. Aller- 
dings wurde in einem Fall ein davon abweichendes Verhiltnis ge- 
tunden, welches dem fiir die Prostataphosphatase charakteristischen 
recht nahe kommt. Diese Tatsache wurde seinerzeit durch Einfliisse 
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der Reinigungsoperationen zu erkliren versucht. Heute kann w: \\| 
ohne weiteres angenommen werden, daf es sich um Harn mit ein y 
gréBeren Beimengung von Prostataphosphatase handelte. Die b: 
logisch besonders wichtigen Substrate Hexosediphosphorsiure uw: ( 
Pyrophosphat werden viel schwicher gespalten als die Glycerophvs- 
phate, wobei man noch beriicksichtigen muf, da’ eine Abtrennung 


= 


von den eventuell vorhandenen Dehydrasen nicht durchgefiilirt 
wurde und daher auch die hier wiedergegebene Spaltung zu hoch 
sein kann. Die Prostataphosphatase scheint also vorzugsweise 
eine Glycerophosphatase zu sein und wir vermuten, dab ihre 
biologische Bedeutung vielleicht auf einem anderen Gebiet als 
dem der Kohlenhydratumsetzungen liegt. Es muB8 aber betout 
werden, dab man derartigen Substratvergleichen nur eine orien- 
tierende Bedeutung beimessen kann, solange nicht alle fiir cic 
Spaltung der einzelnen Substrate mabgebenden Faktoren unt 
sucht worden sind. 

Temperaturempftindlichkeit der Prostataphosphatase: Gleicli 
Mengen von Prostataextrakt 1:100 wurden je 5 Minuten bei 


60°, 80° und 100° gehalten; schon bei 60° war die Ferment- | 


aktivitiit total vernichtet. 

AbschlieBend sei hervorgehoben, dafi mit der Auffindung 
der Prostataphosphatase ein hochaktives Ferment als typisches 
Sekretionsprodukt der menschlichen Prostata erkannt wurde, dessen 
Beimischung zu der Samenfliissigkeit eine noch unbekannte bio- 
logische Bedeutung zukommt. 

Mit der Untersuchung der physiologischen Bedeutung de: 
Prostataphosphatase ist H. W. beschiftigt. Die genaue Charakte- 
risierung und Reinigung der Prostataphosphatase behalten wi 
uns Vor. 

Die Untersuchung wurde mit Mitteln des Instituts fiir Eiweibforschung 
(Stiftung Behringer) durchgefiihrt. 
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Vergleichende Untersuchungen 
tiber den C-Vitamin-(Ascorbinsadure-) Gehalt im Blut 
und im Liquor cerebrospinalis. 


Von 


F, Plaut und M. Biilow. 


(Aus der Deutschen Forschungsanstalt fiir Psychiatrie [Kaiser-Wilhelm-Institut] Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. August 1935.) 


In einer Reihe von Mitteilungen haben wir darauf hingewiesen, daB 
die Bewegungen des C-Vitamin-Stoffwechsels sich im Liquor cerebrospinalis 
deutlich abzeichnen und daf deshalb die Bestimmung des C-Gehaltes des 
Liquors uns iiber den jeweiligen C-Standard in recht zuverlissiger Weise 
unterrichtet. Wir konnten zeigen, da’ beim Mensch und beim Kaninchen 
einer erhéhten Aufnahme von C-Vitamin mit der Nahrung ein Anstieg des 
C’s im Liquor folgt, und da8B umgekebrt eine C-Unterernihrung sich im 
Absinken der Liquorwerte manifestiert. Wihrend es beim Kaninchen, das 
C-Vitamin zu synthetisieren vermag, auch bei vdolliger Entziehung des 
C-Vitamins nicht zu einer hochgradigen Verarmung des Liquors an C kommt, 
verschwindet das C bei der menschlichen C-Hypovitaminose fast véllig aus 
dem Liquor. Auch der erhdhte C-Verbrauch infolge einer Steigerung des 
C-Stoffwechsels spiegelt sich im Verhalten des Liquors wieder. So konnten 
wir einerseits bei der therapeutischen Malaria des Menschen und anderer- 
seits bei mit Thyreoidin gefiitterten Kaninchen eine Abnahme des Liquor-C’s 
feststellen. Gelegentlich friiherer Veréffentlichungen haben wir schon Gelegen- 
heit genommen, darauf aufmerksam zu machen, daB die geschilderten Ein- 
fliisse sich im Blut nicht oder nur unvollkommen auswirken, so daB die 
Bestimmung des C-Gehaltes des Blutes iiber den C-Stoffwechsel in weit 
geringerem MaBe Auskunft zu geben vermag als die Bestimmung des 
C-Gehalts des Liquors. Insbesondere haben wir gezeigt, dab bei dem 
Malariafieber und bei der Thyreotoxikose im Gegensatz zum Liquor keine 
Abnahme des C’s im Blut zu beobachten ist. 

Nach M. van Eekelen, A. Emmerie, B.Josephy und L. K. Wolff 
haben Menschen, die viel Obst und Gemiise essen, mehr Ascorbinsiure im 
Blut als solehe mit vorwiegend Fleischkost; auch fanden die gleichen 
Autoren, da8 bei Meerschweinchen mit Skorbutdiait die Blutascorbinsiure 
eine Verminderung erfihrt (nach 2 Wochen Riickgang von 2,7 auf 1,1 mg-/,). 
Auch E. Gabbe sowie H. K. Miller und W. Buschke stellten eine Ab- 
hingigkeit des Blut-C’s von der Ernihrung fest, Sinken der im Blut ent- 
haltenen Ascorbinsiiure bei C-armer und Steigen bei C-reicher Kost. 


Wir haben inzwischen iiber die Beziehungen des Liquor-C’s 
zum Blut-C eingehendere Untersuchungen angestellt, iiber die 
wir im folgenden berichten méchten. Die Ascorbinsiure liegt 
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im Liquor des Menschen und des Kaninchens ausschlieBlich in 
reduzierter Form vor. Die Angabe von H. K. Miller und 
W. Buschke, daB der Kaninchenliquor neben der reduzierten 
Ascorbinsiure kleine Mengen von reversibel oxydierter Siure ent- 
halt, kénnen wir nicht bestitigen. Es ist daher die gesamte 
Saure durch Titration gegen das Tillmanssche Reagenz (2,6-Di- 
chlorphenol-Indophenol) nach der Modifikation von L. J. Harris 
und §.N. Ray in stark sauerer Lésung (p, 2,5) zu ermitteln. 
Durch spektrographische Vergleichsuntersuchungen konnten wir 
in Ubereinstimmung mit M.vanEekelen und Mitarbeitern dartun, 
da8 der reduzierende Effekt ausschlieBlich auf Ascorbinsaure zuriick- 
zufiihren ist. Der Fehler der Methodik betrigt etwa 0,1—0,2mg-°/.. 

Da im Blut die Hauptmenge der Ascorbinsiiure im Gegensatz zum 
Liquor in oxydiertem Zustand vorliegt, mu8 man sie, um sie mit Tillmans 
Indikator titrieren zu kénnen, erst reduzieren (M. van Eekelen, A. Em- 
merie, L. K. Wolff). Wir verfuhren folgendermaBen: 10 g Serum wurden 
in die gleiche Menge 20°/,iger Trichloressigsiiure gegossen, zentrifugiert 
und der Riickstand zweimal mit 3°/, iger Trichloressigsiure nachgewaschen 
bis auf ein Volumen von 25 cem. Das Waschwasser ist dann praktisch 
ascorbinsiurefrei. In 5 ccm dieser Lésung wurde etwa 10 Minuten lang 
ein lebhafter Schwefelwasserstoffstrom eingeleitet und sie dann in gut ver- 
schlossenen Réhrchen (Gummistopfen!) iiber Nacht stehen gelassen. Waren 
die Réhrehen luftdicht verschlossen, so sahen wir bei Verwendung reiner 
Ascorbinsiurelésungen keine Abnahme des Titrationswertes auch in stark 
sauerem Medium (entgegen den Befunden von M. van Eekelen, E. Gabbe). 
Am nichsten Tag wurde der Schwefelwasserstoff durch Kohlensiure ver- 
trieben und die Lésung gegen Tillmans Indikator titriert. Der Indikator 
war tiglich frisch gegen eine Ascorbinsiurelésung eingestellt, deren Gehalt 
ihrerseits wieder jodometrisch kontrolliert war. Zum Serum zugesetzte 
Ascorbinsiiure war auf diese Weise nahezu quantitativ wieder zu erhalten. 
Die Ungenauigkeit der Titration betriigt etwa 0,2 ccm, was auf den errech- 


neten Endwert einen Fehler von 0,2 mg-°/, bedeutet. Es sind also nur 
Werte, die mehr als 0,4 mg-°/, auseinander liegen, als wirklich verschieden 


zu betrachten. 
Versuche an Menschen. 


Entnimmt man Krankenhauspatienten, die unter normalen 
Ernahrungsbedingungen stehen, niichtern Blut und untersucht das 
Serum oder das Oxalatplasma — die beiden Substrate zeigen 
die gleichen Werte, wie wir in Ubereinstimmung mit E. Gabbe 
feststellten — so findet man die Ascorbinsiure in der Regel nur 
in der reversibel oxydierten Form vor. Von 25 Sera, die in der 
Zeit von Oktober bis April untersucht wurden, war nur eines 
direkt ohne H,S-Behandlung titrierbar. Als Normalwerte bei 


gesunden Menschen fanden M. van Eekelen und Mitarbeiter 





Unters 


direkt tit 
(Durchscl 
iiberhaup 
Verg 
unseren | 
Liquorwe 
] 

] 
Gruppier 
GréBenor 
und 18 1 
diesem di 
iiber, so- 
I 

I 

Aus den 
werte im 
Krankenh 
Bei ° 
Ascorbins 
die 90 mg 
Steigeruns 
der Fehl 
parallel n 


EinfluB von 
auf den — 





Vorher . 
Nachher 

Nach 
gebenen M 
werte nicl 
siureiibers 
haben. F 
auch die 





*) Auc 
zeichnen di 








Untersuchungen iiber den C-Vitamin-(Ascorbinsiure-)Gehalt usw. 


243 





direkt titrierbar Werte von 0,1—0,6 mg-°/,, nach H,S 0,7—4,3 mg-°/,. 
(Durchschnitt von 16 Fallen 0,25 bzw. 2,05 mg-°/,), wihrend E.Gabbe 
iiberhaupt das Auftreten reduzierter Ascorbinsiure im Blut bestreitet. 

Verglichen wir die Liquorwerte mit den Serumwerten bei 
unseren Kranken, so sahen wir, daB bei hohen und niedrigen 
Liquorwerten die Serumwerte meist kaum differierten. Zum Beispiel: 

Liquor .... 1,87 mg-°%/, Seram.... 1,1 mg-*/, 

Liquor .... 0,20 mg-%/, Serum .... 1,0 mg-°/, 
Gruppierten wir 35 vergleichend untersuchte Falle nach der 
GréBenordnung der Liquorwerte, errechneten aus den 17 héchsten 
und 18 niedrigsten Liquorwerten den Durchschnitt und stellten 
diesem den Durchschnitt aus den zugehérigen Serumwerten gegen- 
liber, so ergab sich: 


Liquor el iguiets 1,3 mg-°/, Serum.... 1,1 mg-°/, 
Liquor... . 0,4 mg-°/, Serum.... 1,0 mg-°, 


Aus den mitgeteilten Zahlen geht hervor, daB die Ascorbinsiure- 
werte im Liquor und Serum bei Personen, die auf normale 
Krankenhauskost gesetzt sind, nicht parallel gehen. 

Bei taglichen peroralen Gaben von nicht zu groBen Mengen 
Ascorbinsiure (90 mg Cebion oder Citronensaft in einer Menge, 
die 90 mg Ascorbinsiure enthielt) wihrend 8—14 Tagen war die 
Steigerung im Liquor deutlicher als im Serum, wo sie innerhalb 
der Fehlergrenze der Methodik lag, doch geht sie auch hier 
parallel mit der Ernahrung (vgl. Tab. 1). 


Tabelle 1%). 


EinfluB von Citronensaft (90 mg Ascorbinséiure pro die wihrend 8 Tagen) 
auf den C-Vitamingehalt (mg-°/,) in Liquor und Serum von Menschen. 








Fall 1 Fall 2 Fall 3 Fall 4 


Liquor | Serum | Liquor | Serum | Liquor | Serum 








Liquor| Serum 























Vorher . 0, 
1 


7 | 1,0 0, 0,9 0,7 | 0,8 0 | 0,7 
Nachher 3 1,4 1 5 


5 | | 1, 
4 1,2 12 | 1,0 1,5 1,0 


Nach den Versuchen von L. J. Harris werden die hier ge- 
gebenen Mengen, da es sich um Personen handelte, deren Liquor- 
werte nicht hoch waren, und die darum wohl keinen Ascorbin- 
siuretiberschuB hatten, kaum zur Sittigung des Organismus gereicht 
haben. Fiitterung ungeniigender Ascorbinsiuremengen war wohl 
auch die Ursache, daB M. Tatsumi, Y. Nagao, K. Okamura 


*) Auch in den folgenden Tabellen (mit Ausnahme von Tab. 4) be- 


zeichnen die Zahlen Ascorbinsiiure in mg-°/,. 
ig 
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und J. Gamo bei einem skorbutkranken Kind keine eindeutige 
Steigerung der Liquorascorbinsiure gesehen haben. 

Gaben wir jedoch unseren Versuchspersonen Ascorbinsiure }), 
in groBen Mengen, 600 mg/Tag, bis zur Sittigung, deren Eintritt 
man nach L. J. Harris und 8. N. Ray durch die gesteigerte Aus- 
scheidung von Ascorbinsdéure im Urin feststellen kann, so war die 
Ascorbinsiure auch im Blut stark erhéht. 


Tabelle 2. 


EinfluB von 600 mg Ascorbinsiure per os pro die auf den Ascorbinsiiure- | 


gehalt von Liquor und Serum bei Menschen. 




















Liquor Serum 
a = a £8, 
Fall Nr. adie nach worher nach Fiitterungen 
vor | Sittigung Sittigung 
1 0,2 | 2,75 1,0 2,2 13 
2 1,83 i,i 3,6 7 
3 2,5 3,7 1,1 1,6 4 











Bei massiver Belastung kann man also beim Menschen wie 
im Liquor auch im Serum eine Erhéhung des Ascorbinsiure- 
gehaltes erzielen. Doch erfolgte diese Erhéhung auch im Serum 
ganz auf Kosten der reduzierten Ascorbinsiure, also der Ascorbin- 
siure, wie sie im Augenblick der Aufnahme vorlag. Direkt titrier- 
bar waren bei den Seris 1,1 mg-°/, (Fall 1), 2,3 mg-°/, (Fall 2), 
1,3 mg-°/, (Fall 3). Vor der Fiitterung war nur bei Fall 3, und 
zwar 0,5 mg-°/,, direkt zu titrieren. Ob die Zunahme auch bei 


der Belastung mit den kleineren Mengen durch die Erhéhung | 


der reduzierten Ascorbinsiure erfolgt war, haben wir nicht ge- 
priift, halten es aber fiir sehr wahrscheinlich. 


Versuche an Kaninchen. 


Ahnliche Verhiltnisse liegen beim Kaninchen vor. Auch 
hier entspricht einem hohen Liquorwert nicht immer ein hoher 
Wert im Serum, z. B.: Liquor: 1,8; 4,4; Serum: 1,4; 1,6. Be- 
rechneten wir aber aus einer Anzahl von Ascorbinsiurebestimmungen 
im Serum mit Winterfutter (Heu, Hafer, Riiben) ernéhrter Kanin- 
chen (23) den Durchschnittswert und entsprechend von Kaninchen, 
die mit Kohl ernaéhrt waren (16), so ergab sich eine leichte 
Erhéhung bei letzteren. 

') Wir danken den Chemischen Fabriken E. Merck (Cebion) und H off- 
mann-La Roche (Redoxon) fiir die freundliche Uberlassung ihrer Priparate. 
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Serumwerte: 1,5 mg-°/, (Winterfutter): 1,8 mg-°/, (Kohlfutter) 
Liquorwerte: 2,4 mg-°/, (Winterfutter) : 3,4 mg-°/, (Kohlfutter). 

Im Vergleich zu dem Anstieg im Liquor ist der Anstieg im 
Serum gering. Das gleiche Ergebnis erhielten wir, wenn wir eine 
Kaninchengruppe (8 Tiere), die Winterfutter erhalten hatte, eine 
Zeit lang mit Kohl fiitterten. Im Durchschnitt ergaben 

Serumwerte: 1,4 mg-°/, (Winterfutter) : 1,7 mg-°/, (Kohlfutter) 
Liquorwerte: 1,6 mg-°/, (Winterfutter) : 3,7 mg-°/, (Kohlfutter). 

Die Steigerung des Ascorbinsiuregehaltes der Sera hilt sich 
auch hier in niederen Grenzen, ist aber doch bemerkbar; die 
Zunahme der Liquorwerte ist weit erheblicher. 

Bei allen Tieren erfolgte die Zunahme im Serum wie im Liquor 
auf Grund des erhéhten Auftretens von reduzierter Ascorbinsiure. 

In der Trockenfutterperiode ist im Serum der Kaninchen 
(niichtern abgenommen) selten direkt titrierbare Ascorbinsiure 
vorhanden. Unter 44 Tieren waren 7, deren Serum deutliche 
Mengen reduzierter Ascorbinsiure enthielt: 0,4— 1,2 mg-°/,. 
(Was unterhalb 0,4 mg-°/, liegt, ist nicht mehr sicher bestimmbar 
und wird als O-Wert gerechnet.) Ebenso ist es bei den C-Vitamin- 
frei, d. h. mit Hafer und bei 120° erhitzter Milch, ernihrten Tieren. 
Von 30 war bei 9 0,4—0,6 mg-°/, direkt zu bestimmen (die As- 
corbinsiurebestimmungen im Serum wurden nach 4—10 Tagen 
C-freier Kost vorgenommen). Wahrscheinlich lieBe sich die Zahl 
der Kaninchen, deren Serum reduzierte Ascorbinsiure enthilt, 
noch erniedrigen, wenn man die Zeitdauer der C-freien Kost ver- 
lingerte. Bei Tieren, die Griinfutter erhielten, war dagegen fast 
immer die reduzierte Ascorbinsiiure vorhanden. Von 30 Tieren 
enthielt das Serum bei 25 Tieren 0,4—1,8 mg-9/,.. DaB der Uber- 
gang von einer C-freien Kost, Hafer und auf 120° erhitzte Milch, 
zum Grinfutter eine Erhéhung der Ascorbinsiure im Serum, und 
zwar nur des Anteils, der in der reduzierten Form vorliegt, hervor- 
ruft, zeigt Tab.3. Die reversibel oxydierte Quote bleibt unveraindert. 


Tabelle 3. 
Asecorbinsiurewerte im Serum von Kaninchen bei C-freiem 
und bei C-reichem Futter. 











Kaninchen-Nr.| 4136 | 4141 | 4091 | 4082 | 4142 
Artder |S3|/S8/S3 s5/S3 S8/S5 S8/S2/ 88 
an |i 2.2 mitelas= | pe 3 Seles | 5+ 
Ernahrung mS 6e sales mS Gels csel[ms iss 
Direkt titriert | 04/15 ]0 | 13/0 | 07/10 | 08] 0,4 | 09 
Nach H,S . 1,3 | 2,2 | 0,g | 2,0 | 1,1 | 1,4 | 0,8 | 1,7 | 0,7 | 1,4 
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Diese Ergebnisse sprechen dafiir, daB das Blut nicht die 
Fahigkeit hat, Ascorbinsiure zu oxydieren. Die durch die 
Nahrung eingefiihrte reduzierte Ascorbinsiure gelangt in reduzier- 
tem Zustand in die Blutbahn und verlift sie in diesem Zustand 
wieder. Der im Blut immer vorhandene oxydierte Anteil er- 
héht oder verringert sich dabei nicht. Was fiir eine Rolle er spielt, 
ist unbekannt. EKinen endgiiltigen Beweis bringen folgende Ver- 
suche: Setzten wir reduzierte Ascorbinsiure zu Vollblut mit Oxalat- 
zusatz hinzu, lieBen eine Weile stehen und verarbeiteten dann 
das Plasma in der fiir Serum angegebenen Weise, so war nacl) 
10 Minuten noch die Gesamtmenge in nicht oxydierter Form vor- 
handen; das Gleiche war der Fall, wenn wir 60 Minuten unter 
CO, stehen lieBen, also die Kinwirkung des Luftsauerstoffes aus- 
schlossen. UnterlieBen wir dies, so fielen die Versuche verschieden 
aus. Wir fanden einmal die Gesamtmenge, einmal nur die Hialfte 
der zugesetzten Ascorbinsiure wieder, sahen aber auch hier nie 
eine Erhéhung der oxydierten Form der Siure. Die verwendete 
Menge Blut betrug etwa 20 ccm. Mit geringem Verilust ist immer 
zu rechnen, da sich der erste Niederschlag des Oxalatblutes nach 
dem Zentrifugieren nicht auswaschen lift und also noch einen 
Teil Ascorbinsiure zuriickhalten kann. 


Tabelle 4. 


Einflu8 von Oxalatblut auf zugesetzte reduzierte Ascorbinsiure in vitro. 
































10 Minuten | 60 Minuten | 60 Minuten | 60 Min. CO, 
Plasma ohne Zusatz 0,24 mg 0,08 mg 0,11 mg 0,17 mg 
Nach Zusatz direkt 0,43 ,, Om 0,28 ,, 0,47 . 
Nach Zusatz H,S . 079 ., 0,33 ,, 0,87 ,, 0,60 ., 
Zugesetzte Menge . 0,52 ,, 0,42 ,, 0,25 ,, 0,52 _,, 


Aus der Tabelle ergibt sich, da8 wihrend 60 Minuten das | 


Blut Ascorbinsiure in vitro nicht zu oxydieren vermag, sondern 
daB die gesamte zugesetzte Ascorbinsiure noch in reduziertem 
Zustand vorhanden ist. 


arbeitern, findet sich dagegen in Ubereinstimmung mit neueren 
Untersuchungsergebnissen von L. de Caro sowie von 8.8. Zilva. 


In weiteren Versuchen wurde das Schicksal intravenés in- | 


jizierter reduzierter Ascorbinsaure in vivo beim Kaninchen verfolgt. 
Ks wurden je 100 mg Ascorbinsaure injiziert. Nach verschiedenen 


Zeiten wurde Blut mittels Herzpunktion entnommen und das Serum | 


auf reduzierte und oxydierte Ascorbinsiure untersucht. 


Der Ausfall dieser Versuche steht im | 
Gegensatz zu Beobachtungen von M. van EKekelen und Mit- | 
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Tabelle 5. 


Einflu8 des Blutes auf reduzierte Ascorbinsiure nach intravenéser 
Injektion bei Kaninchen. 























Kaninchen-Nummer | 4091 | 4090 4089 
Herzpunktion nach 2 Minuten | 15 Minuten | 60 Minuten 
Vor der Injektion direkt titriert 0 0 0 
Vor der Injektion nach H,S. . 1,3 1,2 1,1 
Nach der Injektion direkt titriert 28,5 8,1 3,9 
Nach der Injektion nach H,S. . 30,1 10,3 5,2 











Aus Tab. 5 ist zu ersehen, daB die in die Blutbahn ein- 
gefiihrte Ascorbinsiure sehr bald aus dem Blut wieder ver- 
schwindet. Nach 60 Minuten liegt nur noch eine bescheidene 
Erhébung der Gesamtascorbinsiiure vor. Zu allen gepriiften 
Zeiten — nach 2, 15 und 60 Minuten — geht die Erhéhung 
der Werte ausschlieBlich auf Rechnung der reduzierten Siure, 
eine Oxydation ist nicht erfolgt. 


Auch G. Bietti vermifte nach intravenéser Kinfiihrung von 
Ascorbinsiiure in die Blutbahn bei Kaninchen und Hunden einen 
Anstieg der reversibel oxydierten Saiure. Jedoch beobachteten 
M. van Eekelen und Mitarbeiter sowie H. Goldmann und 
W. Buschke eine schnelle Umwandlung der intravenés ge- 
spritzten Saéure in die reversibel oxydierte Form. 


Kine andere Gruppe von Kaninchen wurde mit relativ groBen 
Mengen Ascorbinsiure gefiittert. Verwendet wurde Citronensaft, 
der mit Calciumcarbonat entsiuert und in der Menge von 200 ccm 
(ungefihr 70 mg Ascorbinsiure) mit der Schlundsonde eingegeben 
wurde. In verschiedenen zeitlichen Abstinden wurde Blut aus dem 
Herzen entnommen und das Serum untersucht. 


Tabelle 6. 


EinfluB des Blutes auf reduzierte Ascorbinsiiure nach peroralen Gaben 
bei Kaninchen. 
































Kaninchen-Nummer | 4119 | 4087 4091 
Blutentnahme nach 15 Min. | 30 Min. | 60 Min. 
" direkt titriert ... . 0 0 0 
Vor der Fiitterung nach H,S...... 0,7 1,1 0,7 
. direkt titriert . ... 1,1 1,4 1,4 
roe S, Sens nach HS... .. . 2,1 2,2 2,1 
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Wie Tab. 6 zeigt, ist zu allen gepriiften Zeiten — 15, 30 
und 60 Minuten nach der Fiitterung — ein Anstieg der Ascorbin- 
siure im Blut zu erkennen. Auch bei dieser Versuchsanordnung 
ist es nicht zu einer Oxydation von Ascorbinsiure im Blut ge- 
kommen. Bemerkenswert ist, daB bereits nach 15 Minuten er- 
héhte Werte im Blut vorliegen, und daB nach 60 Minuten keine 
weitere Steigerung eingetreten ist. Dies hingt offenbar damit 
zusammen, daB die in das Blut gelangte Ascorbinsaiure rasch 
weitergegeben wird, wie aus Tab. 5 zu ersehen ist. 


Das Ergebnis der Versuche iiber die Einwirkung von Blut 
auf reduzierte Ascorbinsiure ist dahin zu formulieren: Das Blut 
vermag reduzierte Ascorbinsiure in vitro nicht zu oxydieren. 
Direkt in die Blutbahn des Kaninchens eingefiihrte reduzierte 
Ascorbinsiure verliBt nach kurzer Zeit die Blutbahn, ohne oxy- 
diert worden zu sein. Die Kaninchen per os gegebene reduzierte 
Ascorbinsiure gelangt in reduziertem Zustand in das Blut und 
wird in demselben Zustand abtransportiert. 


Wie das Blut nicht die Fahigkeit hat, reduzierte Ascorbin- 
siure zu oxydieren, so vermag umgekehrt der Liquor nicht die 
(reversibel) oxydierte Ascorbinsiiure zu reduzieren. 


Die oxydierte Ascorbinsiiure stellten wir durch Oxydation mit Jod her. 
Die abgewogene Menge Ascorbinsiure wurde mit n/100-NaOH neutralisiert 
gegen Lackmus, dann mit etwas weniger als der berechneten Menge 
n/10-Jodlésung und weiter tropfenweise mit n/100-Jodlésung versetzt, bis 
zum Auftreten einer ganz schwachen Gelbfirbung. Die Tiere vertragen das 
Einspritzen geringer Mengen anstandslos. 


Je 1 ccm Liquor von Kaninchen (Mischliquor) wurde mit 
0,5 ccm Ascorbinsiurelésung (500 y Ascorbinsiure) versetzt, unter 
Kohlensiaure stehen gelassen und der Gehalt an reduzierter Ascorbin- 
sdure nach 1, 7 und 24 Stunden bestimmt. 


Die direkte Titration ergab: 


Rt NE ss. ck ea ww 2,2 mg-°/, 
1 Stunde nach Zusatz von Ascorbinsiure 1,9 ,, _,, 
7 Stunden _,, * . - sw 
24 93 9 ” ” 9 1,3 P] 9 


Kine Zunahme der reduzierten Ascorbinsiure trat nicht ein; 
die Werte nach 1 und 7 Stunden stimmten mit den Ausgangs- 
werten tiberein. Der Liquor vermochte also die oxydierte Ascorbin- 
siure nicht zu reduzieren. Nach 24 Stunden war trotz des 


Kohlensiuremilieus eine Abnahme erfolgt. 
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Auch suboccipital gespritzte Ascorbinsiiure wird nicht redu- 
giert. Die Kaninchen wurden punktiert und anschlieBend 0,5 ccm 
Ascorbinsaure (wie oben), enthaltend 500 y Ascorbinsiure, gespritzt. 
Nach bestimmten Zeiten wurde wieder punktiert und der Liquor 
direkt ohne H,S-Behandlung titriert. 


Tabelle 7. 


Einwirkung des Liquors in situ auf oxydierte Ascorbinsiiure. 





Kaninchen-Nummer 3996 | 3997 | 4159 | 4161 | 3906 | 3905 | 3907 | 3909 





| re 1,9] 40] 2,7] 31] 31] 25] 25 


























1,6 
5 Minuten nach Injektion | 1,5 | 1,9 
20 Minuten nach Injektion 45] 3,4] 3,2] 2,7 
3 Stunden nach Injektion 2,7 | 3,1 


Bei der Mehrzahl der Kaninchen hat keine Vermehrung der 
reduzierten Ascorbinsiiure stattgefunden. Die geringe Zunahme, 
welche iiber die Fehlergrenze bei einigen Kaninchen (4159, 4161, 
3909) erfolgt ist, kann durch die wiederholten Punktionen in 
kurzen Abstainden oder durch die Injektion als solche verursacht 
sein. Dafiir spricht folgender Versuch: 

500 y KJ in 0,5 com H,O wurden suboccipital gespritzt, der 
Liquor wurde vorher und nachher untersucht. 

Liquor vorher. . ...+.-. 8,2 2,1 
20 Minuten nach der Injektion 3,7 2,7. 

DaB noch oxydierte Ascorbinsiure in den oben angegebenen 
Zeiten im Liquor vorhanden war, muBten wir durch eine neue 
Versuchsreihe zu beweisen suchen, da eine Suboccipitalpunktion 
beim Kaninchen nicht geniigend Liquor liefert, um gleichzeitig 
die reduzierte und die oxydierte Ascorbinsiure zu bestimmen. 
Wiederum wurden in den Liquorraum 500 y Ascorbinsaure injiziert. 
In die Liquorprobe wurde nach Zusatz von Trichloressigsiure 
(0,1 20°/,ige auf 1 ccm Liquor) 10 Minuten lang H,S eingeleitet, 
iiber Nacht stehen gelassen und am niichsten Tag nach CO,- 
Durchleiten titriert (Tab. 8). 

Schon nach 5 Minuten ist ein Teil der eingespritzten Ascorbin- 
siure verschwunden (500 y entsprechen bei 2 ccm Liquor etwa 
25 mg-°/,). Es liegt jedoch nach 20 Minuten und 60 Minuten und 
auch nach 3 Stunden noch eine deutliche Vermehrung der inji- 
zierten Ascorbinsiiure vor, so daB nicht angenommen werden kann, 
daB die Verweildauer der Ascorbinsiure im Liquorraum zu kurz 
war, als daB eine Reduktion durch den Liquor hitte eintreten 
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Tabelle 8. 


Resorption der suboccipital Kaninchen injizierten oxydierten Ascorbinsiure 
aus dem Liquorraum. 











Kaninchen-Nr. | 4020 | 4021 | 4022 | 4024 | 4025 | 4026 | 4010 | 4012 | 4048 | 4050 
Vorher. .....] 25] 3,0] 1,8] 25] 33] 2,7] 28] 257 18] 16 
5 Min. nach Injekt. | 23,0 | 14,3] 8,9 
20 Min. nach Injekt. 5,9 111,77] 7,2 
60 Min. nach Injekt. 8,1 | 6,8 
3 Std. nach Injekt. 3,4 | 2,9 















































kénnen. Kin Vergleich mit der nicht oxydierten zeigt (Tab. 12), daB die 
liquorfremde oxydierte Ascorbinsiure schneller abtransportiert wird. 

Das Ergebnis der Versuche iiber die Kinwirkung des Liquor 
cerebrospinalis auf oxydierte Ascorbinsiiure ist dahin zu formu- 
lieren, daB der Liquor weder in vitro noch in vivo oxydierte 
Ascorbinsiure zu reduzieren vermag. | 

Nachdem wir festgestellt hatten, daB die eingefiihrte reduzierte 
Ascorbinsaiure weder im Blut oxydiert wird, wie auch andererseits 
die oxydierte Ascorbinsiure im Liquor keine Reduktion erfihrt, 
konnten wir der Untersuchung der Frage nihertreten, welche 
Gesetze fiir den Ubertritt der Ascorbinsiure aus der Blutbahn 
in den Liquorraum und umgekehrt gelten. Wir teilen zunichst 
einen Versuch mit, der angestellt wurde um zu ermitteln, zu 
welchem Zeitpunkt nach intravenéser Injektion von reduzierter 
Ascorbinsiure ein Anstieg derselben im Liquor eintritt (Tab. 9). 
Kaninchen erhielten, nachdem 2 Tage zuvor die Ascorbinsiure- 
werte im Liquor bestimmt worden waren, je 100 mg Cebion in- 
travenés. Je eine Gruppe von Kaninchen wurde ?/, Stunde, 
1 Stunde und 17/, Stunden repunktiert. Weitere Liquorentnahmen 
erfolgten an den darauffolgenden Tagen. 


Tabelle 9. 


Ascorbinsiurewerte im Liquor nach intravendser Injektion 
von Ascorbinsiiure bei Kaninchen. 






































Kaninchen-Nummer 3903 3904 3905 3906 3907 
1.9.34 . Him eine om ey RG 2 Re 7 aed at i ke! 
fp Std. ) rach 100 mg | 397 | 4,46 
8.9.34) 1 ” { Ascorbinsiure - #00 
1"/, ” 4,10 
(OM ss + 4e owe oe oe 4,46 | 4,24 | 4,36 
eer. f 3,91 | 3,98 | 3,74 
6.9. 34 3,61 2,92 3,57 3,23 
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Tab. 9 zeigt: bereits 1/, Stunde nach der Injektion in das 
Blut ist ein Anstieg der Ascorbinsiure im Liquor wahrnehmbar. 
Die Erhéhung halt sich ungefaihr auf der gleichen Stufe nach 
1, 1?/, und 24 Stunden. Durchschnittlich betrigt die Vermehrung 
ungefahr 1 mg-°/, = 25°/, der Ausgangswerte. Nach 2 Tagen 
nehmen die Werte ab und nach 3 Tagen sind die Ausgangs- 
werte wieder erreicht. Da rasch aufeinanderfolgende Punktionen 
Schwankungen des Ascorbinsiuregehaltes des Liquors hervorrufen 
kénnen, war Sorge getragen, daB kein Tier mehr als einmal am 
Tage punktiert wurde; aus dem gleichen Grunde waren die Aus- 
gangswerte schon 2 Tage vor dem Versuch bestimmt worden. 
Angesichts des gleichsinnigen Ausfalls bei allen Versuchstieren 
darf die Anreicherung der Ascorbinsiurewerte im Liquor auf die 
intravenése Injektion zuriickgefiihrt werden. Man kann sonach 
sagen: Ascorbinsiure vermag aus dem Blut in den Liquor iiber- 
zutreten, die Blutliquorschranke ist fiir Ascorbinsiure durchlassig. 

Ob auch der umgekehrte Weg — Ubertritt von Ascorbin- 
siure aus dem Liquor in das Blut — gangbar ist, wurde in 
weiteren Versuchen zu klaren versucht. Die Kaninchen erhielten 
suboccipital 10 mg bzw. 30 mg bzw. 50 mg reduzierte neutralisierte 
Ascorbinsiure eingespritzt. 10mg wurden im allgemeinen ohne 
Reizerscheinungen vertragen, wihrend nach den hoéheren sofort 
Convulsionen eintraten. In den Tabellen 10 und 11 sind die 
direkt titrierbaren Ascorbinsiiurewerte an der rechten Seite jeder 
Rubrik beigefiigt. 


Tabelle 10. 


Ascorbinsiiuregehalt der Sera von Kaninchen nach suboccipitaler Injektion 
von 10 mg Ascorbinsiure. 








Kaninchen-Nr. 4130 | 4137 | 4139 | 4090 | 4118 | 4083 3924 

Vorherr ...... 142 {109 |10 |08 {12 |10 [1,6 

0 0 0 0 0 0 0 
Nach 15 Minuten. . | 1,5 

0,7 
Nach 20 Minuten. . “T42  41,4 

0,5| 0,5 

Nach 30 Minuten. . [1,7 

0,6 
Nach 60 Minuten. . 13 11,2 

0,4 0 

Nach 2 Stunden . . 1,6 


0,4 
Nach 7 Stunden 
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Man sieht aus Tab. 10, daB in der Zeit von 15 Minuten bjs 
zu 2 Stunden nach der Einspritzung in den Liquorraum bei alley 
Kaninchen mit Ausnahme von Nr. 4118 eine, wenn auch gering- 
fiigige Erhéhung der Serumwerte eingetreten ist. Trotz der Gering- 
fiigigkeit der Anstiege sind diese mit Sicherheit auf die Injek. 
tionen zuriickzufiihren, da bei allen Kaninchen, die eine Erhéhung 
der Serumwerte darboten, diese ausschlieBlich auf reduzierter 
Ascorbinsiiure beruhte und bei keinem der Kaninchen vor der 
Injektion im Serum reduzierte Ascorbinsiure enthalten gewesen war, 


Tabelle 11. 


Ascorbinsiuregehalt der Sera von Kaninchen nach suboccipitaler Injektion 














Kaninchen Nr. 4112 4108 4121 

Gespritzte Menge Ascorbinsiure 30 mg 50 mg 50 mg 
a a ee oe or 0,9 1,3 1,1 

0 0 () 
Nach 15 Minuten ......... 2,7 

2,1 

ee DD. ks i we 1,9 1,5 

0,8 0,5 











Bei allen 3 Kaninchen ist der Serumgehalt nach der Injektion 
erhéht, besonders stark ist die Zunahme bei dem Kaninchen, das 
50 mg Ascorbinséure erhalten hatte, in der nach 15 Minuten 
entnommenen Blutprobe. Aus den rechts beigefiigten Zahlen ist 
ersichtlich, daB auch hier die reduzierte Form der Ascorbinsiure 
den Anstieg der Gesamtascorbinsiiure in den Sera bewirkt hatte. 

Aus dem Verlauf der in Tab. 10 und 11 wiedergegebenen 
Versuche kann gefolgert werden: In den Liquorraum eingefiihrte 
Ascorbinséiure vermag aus dem Liquor in das Blut iiberzutreten. 

Angesichts der von uns festgestellten giinstigen Austausch- 
bedingungen fir die Ascorbinsiure zwischen den beiden Medien 
verlangt die von uns eingangs betonte, unter verschiedenen Be- 
dingungen beobachtete Divergenz im Ascorbinsiuregehalt eine Er- 
klirung. Wir erinnern daran, da8 bei C-reicher Kost der Liquor bei 
Mensch und Tier einen relativ viel héheren Anstieg erfihrt als das 
Serum, und daB bei C-Verarmung des Organismus infolge C-Mangel- 
nahrung oder erhéhtem C-Verbrauch nur der Liquor und nicht 
das Serum in Mitleidenschaft gezogen wird. Der Grund fiir dieses 
Verhalten diirfte einmal darin liegen, daB der wesentliche Anteil 
der Ascorbinsiure im Blut als oxydierte Ascorbinsiure vorliegt 
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und diese von allen Schwankungen, denen die in reduzierter Form 
vorliegende Ascorbinsiure ausgesetzt ist, kaum beriihrt zu werden 
scheint. Soweit eine Erhéhung der Ascorbinsiiure des Blutes auftritt, 
betrifft sie den reduzierten Anteil, und dieser ist im Blut offenbar 
ein fliichtiger Gast. Wir verweisen auf Tab. 4, aus der ersicht- 
lich ist, daB nach intravenéser Injektion die reduzierte Ascorbin- 
siure sehr rasch aus der Blutbahn verschwindet. 15 Minuten 
nach der Injektion war der Gehalt des Serums von 28,5 mg-°/,, 
der nach 2 Minuten ermittelt worden war, auf 8,1 mg-°/, gesunken, 
betrug sonach weniger als '/, des Ausgangswertes und zeigte nach 
Ablauf 1 Stunde nur noch eine geringfiigige Krhéhung gegeniiber 
dem Leerwert des Serums. Aus dieser Feststellung kann man 
wohl auf eine sehr schnelle Passage der beim physiologischen 
C-Stoffwechsel in das Blut eintretenden Ascorbinsiurequoten 
schlieBen. Dies erklirt die Tatsache, daB im Blut bei miBiger 
Zufuhr von C-haltiger Nahrung reduzierte Ascorbinsiiure in der 
Regel nicht nachweisbar ist, und daB auch bei reichlicherem 
Angebot nur bescheidene Mengen nachgewiesen werden kénnen, 
da8 es also nicht zu einer Kumulierung kommt. Da8 andererseits 
im Liquor sich eine erhéhte C-Zufuhr mit der Nahrung so viel 
deutlicher manifestiert als im Blut, mag darin seine Ursache 
haben, daB die sehr bald aus dem Blut in den Liquor iiber- 
tretende Ascorbinsiure sich hier wesentlich linger zu halten vermag. 
Zum Vergleich mit Tab. 4 diene Tab. 12, welche die zeitlichen 
Verhaltnisse bei der Resorption von reduzierter Ascorbinsiure aus 
dem Liquor nach suboccipitaler Injektion zur Darstellung bringt. 


Tabelle 12. 





Verweildauer der reduzierten Ascorbinsiiure im Liquor nach suboccipitaler 


Injektion von 500 y. 





Kaninchen-Nr. 4146 | 4154 


orher . 3.71 3.71 2,71 29] 21] 1,7] 247 21] 1,5] 24 


Std. 








4030 | 4031 | 4032 | 4034 | 4035 | 4016 | 4019 | 3992 





—s ; 
in. nach Injekt. | 23,8 | 28,6 
—* a 27,3 | 31,0 | 30,7 
ae 17,7 | 18,7 
9,3 | 8,3 

3,5 | 3,1 
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Tab. 12 zeigt, daB nach 20 Minuten eine Abnahme der Aus- 
gangswerte, die unmittelbar nach der suboccipitalen Injektion 
erhoben wurden, noch nicht bemerkbar ist, daB nach 1 Stunde 
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noch erhebliche Mengen im Liquor nachweisbar sind und selbst 
nach 3 Stunden noch eine deutliche Erhéhung erkennbar 
ist. Auch die nach intravenéser Einverleibung aus dem Blut 
in den Liquor gelangte Ascorbinsiure veranlaBt ein Ansteigen 
des C-Gehaltes, das 24—48 Stunden nachweisbar bleibt (Tab. 9), 
Diese am Kaninchenexperiment zutage getretene Erscheinung 
steht im Einklang mit friiher von uns gemachten Beobachtungen 
am Menschen. Wir sahen, da eine Erhéhung der Ascorbinsiure 
im Liquor, die nach einer Serie von tiglichen peroralen Cebion- 
oder Citronensaftgaben eingetreten war, nach Absetzen der C-Zu- 
fuhr sich nur langsam wieder ausglich. Die Verweildauer der 
reduzierten Ascorbinsaure ist also zweifellos im Liquor eine er- 
heblich lingere — auf welchem Wege sie auch in den Liquor- 
raum gelangt — als ihre Verweildauer im Blut. 

Von einer Abdichtung der Blutliquorschranke in der Rich- 
tung vom Liquor zum Blut kann jedoch keine Rede sein, zumal 
nach Erzeugung einer sehr hohen Ascorbinsiurekonzentration im 
Liquor, kleine Mengen reduzierter Ascorbinsiure schon nach 
15 Minuten im Blut auftauchen (Tab. 10). Aber es muB doch eine 
Vorrichtung wirksam sein, welche den Abflu8B der Ascorbinsiure 
aus dem Liquor steuert. Ist es ja selbst unter natiirlichen Be- 
dingungen die Regel, daB das Blut keine nachweisbaren Mengen 
reduzierter Ascorbinsiure enthilt und gleichwohl nicht unerhebliche 
Mengen im Liquor vorhanden sind. 

Die Kammerwasserblutschranke ist anscheinend wesentlich 
weniger durchgangig als die Liquorblutschranke, und damit er- 
klaren H. Goldmann und W. Buschke den besonders hohen 
Ascorbinséuregehalt des Kammerwassers, das mit 20—25 mg-°/, 
etwa die 10 fache Menge des Liquors enthalt; einen erheblichen 
Anteil der Ascorbinsiure des Kammerwassers auf die Eigen- 
produktion der Linse (H. K. Miiller) zuriickzufiihren, sind die 
genannten Autoren nicht geneigt. Der Passage der Ascorbinsiure 
vom Blut zum Kammerwasser scheinen keine Schwierigkeiten im 
Wege zu stehen. Nach intravenéser Injektion sahen H.Goldmann 
und W. Buschke nach '/, Stunde einen Anstieg der Ascorbin- 
siure im Kammerwasser um etwa 100°/,. Auch der Durchtritt 
der Ascorbinsiure vom Blut in den Liquorraum scheint sich leicht 
zu vollziehen (Tab. 9). Allerdings ist ein rascher Anstieg im Liquor 
nur zu demonstrieren, wenn es sich um einen ausreichend mit 
Ascorbinsiure gesittigten Organismus handelt, wie es beim 
Kaninchen meist der Fall ist. Andernfalls scheint eine Anreiche- 
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rung erst anderenorts zu erfolgen, bevor die Liquorwerte deutlich 
ansteigen. So bedurfte es bei menschlichen Hypovitaminosen der 
Darreichung von Ascorbinsiure iiber lingere Zeit hin, um die 
Liquorwerte zu erhéhen. Es mag sein, da’ die Beobachtung von 
M. Tatsumi und Mitarbeitern, daB eine einmalige intraveniése 
Ascorbinsiureinjektion bei Hunden nicht zu einer Steigerung der 
Liquorwerte fiihrte, auf einem niedrigen C-Standard der Versuchs- 
tiere beruhte. 

Da nach unseren Untersuchungen die Ascorbinsiure im 
reduzierten Zustand die Blutbahn betritt und verlaBt und sich 
im Liquor nur in dieser Form findet, liegt kein AnlaB zu der 
Annahme (H. K. Miller und W. Buschke) vor, daB die Oberfliche 
des Zentralnervensystems durch Abgabe von Wasserstoff die 
oxydierte Ascorbinsiure in die reduzierte Form umwandelt oder 
reduziertes Vitamin C bildet. 


Zusammenfassung. 

Ascorbinsiure findet sich im Liquor (Mensch, Kaninchen) 
nur in reduzierter Form. 

Ascorbinsiure findet sich im Blut vorwiegend in reversibel 
oxydierter Form. Reduzierte Quoten sind bei reichlicher C-Zufuhr 
nachweisbar. Schwankungen des Ascorbinséurespiegels des Blutes 
betreffen nur den reduzierten Anteil. 

Das Blut vermag Ascorbinséiure weder in vitro noch in vivo 
zu oxydieren. In die Blutbahn eingefiihrte Ascorbinsiure verlaBt 
die Blutbahn, ohne oxydiert worden zu sein. Die per os zu- 
gefiihrte Ascorbinsiure gelangt in reduziertem Zustand in das 
Blut und wird in demselben Zustand abtransportiert. 

Der Liquor vermag reversibel oxydierte Ascorbinsiure in 
vitro nicht zu reduzieren. In den Liquorraum eingefihrte reversibel 
oxydierte Ascorbinsiure wird nicht reduziert und wird schneller 
resorbiert als reduzierte Ascorbinséure. 

Ascorbinsiure vermag aus dem Blut in den Liquor iiber- 
zutreten. 

In den Liquorraum eingefiihrte Ascorbinsiure vermag aus 
dem Liquor in das Blut iiberzutreten; jedoch scheint eine Vor- 
richtung wirksam zu sein, welche unter physiologischen Bedingungen 
den AbfluB aus dem Liquor steuert. 

Die in das Blut eintretende reduzierte Ascorbinsiure wird 
sehr rasch abtransportiert. Die schnelle Blutpassage macht es 
erklarlich, daB bei mafiger C-Zufuhr reduzierte Ascorbinsiure 
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in der Regel im Blut nicht nachweisbar ist und auch bei reich- 
licherem Angebot nur in bescheidenen Mengen angetroffen wird, 
Die oxydierte Ascorbinsiiure des Blutes wird von dem C-Vitamin. 
Stoffwechsel nicht erkennbar beriihrt. 

Die Verweildauer der Ascorbinsiéure ist im Liquor — auf 
welchem Wege sie auch in den Liquorraum gelangt — eine 
erheblich langere als in der Blutbahn. 

Diese Feststellungen kiénnen zur Erklarung dafiir dienen, 
daB C-Uberschu8 und C-Mangel sich leichter durch die Liquor. 
untersuchung als durch die Blutuntersuchung erfassen lassen. | 

Fiir die Annahme, dafi das Nervensystem die Ascorbinsiiure 
des Liquors zu reduzieren oder reduzierte Ascorbinsiure zu bilden 
vermag, geben unsere Untersuchungen keinen Anhalt. 
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Zur Kenntnis des Sehpurpurs. 


Von 
Otto Brunner, Eugen Baroni und Wolrad Kleinau. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem I. Chemischen Universititslaboratorium in Wien.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. August 1935.) 


Seit Boll!) im Jahre 1876 die Beobachtung gemacht hat, dab die Rot- 
fiirbung von Dunkelnetzhiuten im Lichte schnell verschwindet, da hier 
also eine in Form einer Ausbleichung deutlich sichtbare Einwirkung des 
Lichtes auf die Netzhaut eintritt, ist der Sehpurpur Gegenstand zahlreicher 
Untersuchungen gewesen. Die ersten grundlegenden Arbeiten stammen 
von Kithne?), welcher in den wiibrigen Lésungen gallensaurer Salze ein 
Lisungsmittel fand, mit dessen Hilfe er klare Liésungen dieses Farbstottes 
erhalten konnte. Dadurch war die Grundlage fiir die zahlreichen optischen 
Messungen geschaffen, die von ihm und einer Reihe anderer Forscher — 
es seien hier Trendelenburg’), Konig‘), Garten’), Kéttgen und 
Abelsdorf®), Hosoya und Bayerl’) genannt — durchgefiihrt wurden 
und die uns ein Bild itiber die Lichtabsorption und die Vorgiinge bei der 
Bleichung geben. Es wurde hierbei festgestellt, dab zwei Hauptarten von 
Sehpurpur im Tierreich vorkommen: der Sehpurpur der Fische mit einem 
Absorptionsmaximum von 540 uu und der der iibrigen Tierarten mit einem 
Absorptionsmaximum von 500 uu, zu welch letzterem auch der menschliche 
Sehpurpur zu ziiblen ist. Physiologisch besonders wichtig sind die Messungen 
von Trendelenburg’®), welcher fiir die gleiche Lichtquelle das Empfind- 
lichkeitsspektrum fiir die Bleichung des Sehpurpurs, die spektrale Verteilung 
der absorbierten Lichtenergie und die Empfindlichkeitskurve fiir das 
Diimmerungssehen verglich. Die von v. Kries*) begriindete ,,Duplizitiits- 
theorie* geht von der Vorstellung aus, dab den in der Netzhaut fest- 
zustellenden beiden Arten von lichtperzipierenden Sehzellen — den AuBben- 
gliedern der Stiibchen und Zapfen —- auch zwei Arten von Lichtempfin- 


1) Ber. Berl. Akad. 1876, Sitzung v. 23. November. 
Untersuchungen des Physiolog. Instituts Heidelberg, Bd. 1—3. 


to 


3) Z. Psychol. u. Physiol. d. Sinnesorg. 57, 1 (1904) und Asher-Spiro, 
Krgebn. d. Physiol. 11, 7 (1911). 

*) Ber. Berl. Akad. 1894, 577. 

*) Graefe-Saemisch’s Handb. d. Augenheilkde. 5, 310 (1907). 

6) Z. Psychol. u. Physiol. d. Sinnesorg. 12, 161 (1896). 

’) Pfliigers Arch. 231, 563 (1933). 

8) Z. Elektrochem. 18, 465 (1912); Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. 
XII, 678 (1929). 
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dungen zuzuteilen sind: die sehpurpurhaltigen Stibchen sollen das ,,Diin, yo 
rungssehen“, d. h. das farblose Sehen bei sehr schwacher Beleuchtung, (ip 
Zapfen hingegen, in denen kein Sehpurpur festgestellt werden konnte, \\4; 
,,agessehen“, das farbige Sehen bei normaler Beleuchtung, vermitt:|y. 
Trendelenburg fand nun, dab die drei vorhin erwihnten Kurven 4 
nihernd parallel verlaufen, wodurch ein Zusammenhang zwischen (0) 
Diimmerungssehen und der Lichtbleichung des Sehpurpurs sehr w; 
scheinlich gemacht wird. Ganz gewaltig gewann aber die Duplizitiitsth: 

und mit ihr auch der Sehpurpur — an Bedeutung, als Weigert®) «| 
Grund der von ihm aufgefundenen ,,photochemischen Farbanpassung“ «jy, 
Modell der Retina entwickelte, das unter der Annahme eines duBerst oe 
ringen und dadurech kaum nachweisbaren Sehpurpurgehaltes in den Zapfen 
eine Erklirung fiir das Farbensehen unter Zugrundelegung eines einzigey 
Farbstoftes fiir Dimmerungssehen und Tagessehen gab. 

Was nun die chemische Natur des Sehpurpurs anbelangt, so ist 
dariiber noch sehr wenig bekannt. Man weif nur, dab er entweder selbst 
ein Kolloid oder zumindest an einen kolloiden Triiger gebunden ist, da er 
bei der Dialyse nicht durch die Membran hindurch geht. Der erste Ansto|! 
fiir Vermutungen iiber chemische Zusammenhinge erfolgte von biologischer 
Seite her, als es sich zeigte '°), dab die Hemeralopie (Nachtblindheit), welche 
auf einen zu geringen Sehpurpurgehalt der Stébchen zuriickgefiihrt wird, 
eine Folge des Vitamin-A-Mangels sei. ‘Tatsiichlich gelang es auch, die 
Nachtblindheit in kurzer Zeit durch geringe Gaben von Vitamin A aus- 
zuheilen. Damit war ein gewisser Zusammenhang zwischen Vitamin A 
und dem Sehpurpur wahrscheinlich gemacht. G. Wald'') wies dann «ils 
erster auch das Vorkommen von Vitamin A in der Netzhaut nach und in 
einer im Vorjahre erschienenen Arbeit wird bereits von ihm fiir den Sel- 
purpur eine direkte Verkniipfung yon Vitamin A an EiweiB angenommen. 

SchlieBlich seien noch einige Untersuchungen erwiihnt, welche sich 
mit dem Bleichungsvorgange als solehem befassen. Schon Kiihne?’) hatte 
bei der Belichtung des Sehpurpurs festgestellt, dab die Ausbleichung nicht 
direkt, sondern iiber ein gelbes Zwischenprodukt — das ,,Sehgelb“ — ver- 
liuft, welches dann bedeutend weniger lichtempfindlich ist als der Seh- 
purpur und nur langsam zum ,,Sehweil ausbleicht. Diese Entstehung des 
Sehgelbs, welche liingere Zeit yon einer Reihe von Untersuchern bezweifelt 
wurde, wurde spiiter von Garten’) und in jiingerer Zeit von Nakashima! 
bestiitigt und eingehend untersucht. Sie wird vor allem durch grelle Be- 
lichtung begiinstigt und ist mit einer Zunahme der Absorption im Blauen 
und Violetten verbunden. Weiter seien noch die Untersuchungen von 
Hecht'’), welche sich mit der Kinetik der Bleichung und der Regeneration 
im Dunklen, von Tansley') iiber die Regeneration des Sehpurpurs uni 


°) Pfliigers Arch. 190, 177 (1921): Z. physik. Chem. 100, 537 (1922): 
vgl. auch Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. AIT 1, 536 (1929). 

1) Es seien hier die Namen Me. Collum u. Mitarb., Yoshiu u. 
Sugita, Fridericia u. Holm genannt. 

1!) Nature (Lond.) 132, 316 (1933); 134, 65 (1934), 

2) Ber. d. XIII. internat. Ophthalm. Ges. in Amsterdam 1929. 

15) Zusammenfassung in Naturw. 15, 66 (1925). 

4) J. of Physiol. 71, 442 (1931). 
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Diin ie seine Beziehung zu Dunkeladaptation und Nachtblindheit, sowie von Lange 
Ing, die uid Simon?) angefiihrt, welch letztere bei starker Belichtunge des Seh- 
ole, dag pirpurs eine Abscheidung von anorganischer Phosphorsiiure feststellen 
MEIC Cin. konnten. 

<A Wir beschiftigen uns ebenfalls seit liingerer Zeit mit der 
=. " [ntersuchung des Sehpurpurs und haben uns zuniichst bemiiht, 
stheoie M die in der Retina vorkommenden Farbstofie festzustellen, um sie 
rt®) aut dann auf einen etwaigen Zusammenhang mit dem Sehpurpur hin 
ng ein zi tiberpriifen. Hierbei konnten wir in den untersuchten Rinder- 
Tap ; und Schweine-Netzhiuten das Auttreten von Carotin bzw. von 
iden: Flavin feststellen, welche Befunde durch die inzwischen er- 


schienenen Verdffentlichungen von v. Euler und Adler!) bestiitigt 
80 ist und zum Teil iiberholt worden sind. Wiihrend sich die genannten 


i = Autoren auf die bloBe Konstatierung von Carotin beschriinkten, 

ele haben wir uns bemiiht, die Kinheitlichkeit der Farbstofffraktion 

gischer q mit Hilfe der chromatographischen Adsorptionsanalyse zu_iiber- 

welche priifen. Hierbei konnten wir aus der Netzhaut nur #-Carotin 

P wird, isolieren; die Abtrennung eines weiteren Carotinfarbstoffes gelang 

ae uns nicht. 

ae Wir verfuhren hierbei so, dab wir die frisch priiparierten 

on als @ Netzhiute zuniichst mit absolutem Methanol unter sorgfiltigem 

und in AusschluB von Luft erschépfend extrahierten und diese Liésung 

n Seh- @ <odann nach Zusatz des sleichen Volumens Benzin (60—70°) durch 

ymmen. . , ’ . ; ge mn 

sis tdi vorsichtigen Wasserzusatz entmischten. Hierbei ging der grébte 

h thatthe Teil des Farbstoffes in die Benzinschicht; durch mehrmaliges 

z nicht @ Ausschiitteln der methylalkoholischen Schichten mit Benzin wurde 

ee der restliche Teil des Farbstoffes ebenfalls in benzin tibergefihrt. 

ee: : Kine Xanthophyllfraktion konnte hierbei nicht erhalten werden; 

deubifale es schienen nur geringe Mengen von Oxydationsprodukten vor- 

ima”) @ handen zu sein, welche auch keine charakteristischen Absorptions- | 

le Be- banden gaben. Die Benzinschichten wurden nun mehrmals mit 

agai Wasser ausgeschiittelt, schlieBlich im Vakuum unter Durchleiten 

nh von y ge ms ° 

Midi ns von Kohlendioxyd eingeengt und durch Zusatz von 10°/, iger 

$ und absolut-alkoholischer Lauge bei Zimmertemperatur verseift. Die 
durch Wasserzusatz entmischten und alkoholfrei gewaschenen 

1922): Benzinlésungen wurden nach dem Einengen im Vakuum durch 

ie Abkiihlen auf tiefe Temperaturen von der Hauptmenge des vor- 


handenen Cholesterins befreit. Durch Aufnahme des Farbstoffes 
in Alkohol und Fiillen mit Digitonin wurden die letzten Reste 


15) Diese Z. 120, 1 (1922). 
16) Ark. Kem. Mineral. Geol. Ser. B 11, No. 20, 21. 
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Cholesterin entfernt. Die Benzinlésung des Farbstoffes wuije 
schlieBlich an Aluminiumoxyd chromatographiert. Hierbei kon: te 
nur eine einheitliche Zone beobachtet werden, die sich auf Gru \( 
ihres Absorptionsmaximums (in Benzin 485, 452, 425 uu, in Cs. 
520, 483, 452 uu) als @-Carotin erwies. ; 

Da das in der Netzhaut enthaltene Flavin bei der Herstelluy« 
der Sehpurpurlésungen bereits beim Hirten der Netzhiute in dic 
Alaunlésung tbergeht und es uns andererseits nicht gelang, dure) 
Zersetzung von Sehpurpur neuerlich Flavin zu erhalten, war ein 
Zusammenhang zwischen diesem Farbstoff und dem Sehpurpur 
wenig wahrscheinlich. Anders lag der Sachverhalt jedoch beim 
Carotin. Feste Sehpurpurkonzentrate, welche wir erhielten, inden 
wir Sehpurpurlisungen langere Zeit zur Entfernung des Cholat- 
iiberschusses zuniichst der Dialyse unterwarfen, sodann im Hoch- 
vakuum bei einer Maximaltemperatur von 35° zur Trockne 
brachten, gaben bei der Behandlung mit Benzin an dieses weder 
Carotin ab, noch zeigten sie in Ubereinstimmung mit Hauro- 
witz positive Carr-Price-Reaktion. Wurden sie aber mit einigen 
Tropfen Alkohol behandelt, wobei momentan Entfirbung des Seh- 
purpurs eintrat, so fiel nach dem Vertreiben des Alkohols im 
Vakuum die Carr-Price-Reaktion sofort positiv aus und das 
Carotin konnte nunmehr ebenso durch Benzin glatt extrahiert 


werden. Diese Befunde sind allerdings kein strenger Beweis fiir 


den Zusammenhang zwischen Carotin und Sehpurpur, da v. Euler*") 
zeigen konnte, daB in Natriumcholatlisung kolloidal geléstes 
Carotin nicht mit Ather ausschiittelbar ist, und da wir ferner diese 
Befunde dahin ergiinzen konnten, dab es glatt moéglich ist, diese 
Carotin—Cholatlésungen durch bloBe Behandlung mit Alkohol wieder 
zu zerlegen. 

Die bei der Adsorption von Carotin an Aluminiumoxyd aut- 
tretende Farbinderung nach Rot sowie die Lichtempfindlichkeit 
dieser Adsorbate hat uns veranlaBt, einen Vergleich zwischen 
diesen Adsorbaten und dem Selipurpur zu ziehen. MHierbei war 
zu erwarten, daB bei der Adsorption von Carotin an Aluminium- 
oxyd nicht nur eine bloBe Verschiebung des Absorptionsspektrums 
infolge der Anderung des brechenden Mediums eintreten wiirde. 
sondern daf vielmehr auch die Bindung der im Farbstoffmolekii! 
reichlich vorhandenen Restvalenzen durch die Adsorptionskriifte 
eine Veriinderung des Molekiils mit sich bringen wiirde, die sicl: 


17) Ark. Kem. Mineral. Geol. Ser. B. 11, No. 18. 
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Wurde vor allem im Absorptionsspektrum iiufern miiBte. Die Aufnahme 
‘onite @ dieser Absorptionsspektren, die infolge der Undurchsichtigkeit des 
truid @ Aluminiumoxyds nicht im durchfallenden, sondern im retlektierten 
21 CS. @ Licht vorgenommen werden muB, gestaltet sich hinsichtlich der 
experimentellen Durchfiihrung ziemlich schwierig und _ konnte 
Hung @ daher vorliutig erst blo&b mit Hilfe des Stufenphotometers durch- 
nN die cefiihrt werden. 
durch | Die Versuchsanordnung war hierbei folgende: Die Adsorbate 
Yr ein celangten in niedrigen flachen Schiilchen von ungefihr 7 cm 
urpur @ urchmesser zur Untersuchung. Als Lichtquelle diente ein mit 
beim einer 300 kerzigen Projektionslampe versehener Projektionsapparat, 
ndem der in unmittelbarer Nihe des Photometers aufgestellt war und 
10lat- dessen Lichtkegel mit Hilfe eines schriig gestellten Hohlspiegels 
foch- @ auf das Photometertischchen geworfen wurde. Nachdem wir uns 
yckne durch mehrfaches Auswechseln der mit einer Aufschliimmung von 
veder @ Aluminiumoxyd in Benzin gefiillten Schiilchen von der Reprodu- 
uro- zierbarkeit der Messungen iiberzeugt hatten, wurde das eine 
igen @ Schilchen mit dem Adsorbat, das andere mit der gleichen Menge 
Seh- @ reinen Aluminiumoxyds (beide mit der gleichen Menge Benzin 
s im iiberschichtet) gefiillt. Die Messungen wurden mit den Zeissschen 
das Lichtfiltern S,,, S.,, S,,, S..5 S,3. Sor Syz> Sys Vorgenommen und 
hiert so rasch als méglich durchgefiihrt. Wihrend der Ablesungen 
3 fiir wurde die Projektionslampe zur Vermeidung unndétiger Belichtung 
er!) @ immer wieder abgeblendet. Die Ablesungen wurden 3 mal wieder- 
jstes @ holt und das Mittel genommen. Die Herstellung der Adsorbate 
diese @ erfolgte in der Weise, daB& je 5 ¢g aktiviertes Aluminiumoxyd in 
diese einem Erlenmeyerkolben in 10 ccm Benzin suspendiert und dann 
eder unter kriiftigem Umschiitteln méglichst rasch mit 5 cem der Carotin- 
Stammliésung versetzt wurden. Hierbei wurde sofort alles Carotin 
aut- vollstiindig adsorbiert. Die so erhaltenen rot gefiirbten Adsorbate 
ikeit wurden samt dem iiberstehenden Benzin in die Schilchen ge- 
chen 9 gossen und durch leichtes Klopfen eine méglichst gleichmifige 
war § Verteilung der Oberfliiche des Adsorbates herbeigefiihrt. 
juin - Die hierbei erhaltenen Resultate sind aus der nachstehenden 
‘ums Kurve ersichtlich, wobei wir zum Vergleich die typische Farb- | 
irde, § kurve des Sehpurpurs, die wir durch Umrechnung der von Hosoya 
ekiil und Bayerl*) angegebenen Absorptionskurve ermittelten, ein- 
“afte gezeichnet haben. 
sicli Man ersieht, daB die Ubereinstimmung des Absorptions- 


maximums und des Kurvenverlaufes im langwelligen Teil eine 
iiberraschend gute ist. Weniger schén ist die Ubereinstimmung 
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962, O. Brunner u. Mitarb., Zur Kenntnis des Sehpurpurs. 


im kurzwelligen Gebiet ab 500 uu. Man koénnte diese A). 
weichungen aber vielleicht dahin interpretieren, daB in diese: 
Spektralgebiet méglicherweise eine ihnliche Veriinderung eintri't, 
wie wir sie beim Auftreten des Sehgelbs oben bereits erwiihit 
haben. Wenn wir die Messungen auch mdglichst rasch durc).- 
fiihrten, so beanspruchte die Ausmessung eines Adsorbates doc|i 
immerhin etwas mehr als 2 Minuten und man konnte nach dieser 
Zeit bereits deutlich einen Farbunterschied zwischen der }- 
lichteten Oberseite und der unbelichteten Unterseite des Adsor- 
bates beobachten, wobei die Ober- 
seite einen bedeutend gelberey 
Farbton hatte. Da Garten) die 
Bildung des Sehgelbes besonders 
bei greller Belichtung begiinstict 
fand und wir wegen des Inten- 
sitiitsverlustes bei der Beobachtun: 






































I- ’ im reflektierten Licht ja eine be- 
rs 3 sonders intensive Belichtung  be- 
\ notigten, wire es nicht ausge- 
a © s+  schlossen, daB die Abweichung im 
| \} kurzwelligen Teil auf einen ahn- 
| ‘ lichen Effekt zuriickzufiihren wiire. 

400 S00 600 me 


Wir mochten aber vorlautiv 

Kuve 1: Captin an Ato, adsorber. bis yr Durchfithrung genauerer 
siesta Messungen und damit bis zur Schaf- 

fung exakterer Grundlagen diese Frage offen lassen. Es wird 
aber unsere niichste Aufgabe sein mit einer entsprechenden 
Apparatur, welche einerseits eine genauere Ausmessung des Ab- 
sorptionsspektrums gestattet, die andererseits aber auch dem Um- 
stande der Lichtempfindlichkeit der zu untersuchenden Systeme 
besser Rechnung triigt, diese Messungen zu wiederholen, um dann 
an Hand der genaueren Kurven die Richtigkeit der mit dem 
Stufenphotometer vorgenommenen Messungen iiberpriifen zu kénnen. 
Ks sei uns auch an dieser Stelle gestattet, den Herren Prof. Dr. 

H. Mark und Prof. Dr. A. Fuchs fiir die Gewiihrung der Mittel, Herrn 


Prof. Dr. A. Klemene sowie der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft fiir die Uberlassung von Apparaten zu danken. 
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Uber Kreatinphosphorsaure. 

























do I) Von 
liesey Karl Zeile. 
. h a 


Mit 2 Figuren im Text. 


Ibe x, ie (Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
sere | (Der Schriftleitung zugegangen am 5. September 1935.) 
) die 
iders 
stict Die steigende Beachtung, die in letzter Zeit die phosphory- 
iten- lierten Zwischenprodukte des Kohlenhydratabbaues erfuhren, lieben 
tune @ auch eine rein chemische') Synthese der Phosphagene, speziell 
. be- der fiir die Muskelphysiologie wichtigen Kreatinphosphorsiiure von 
be- @ grundsitzlichem Interesse erscheinen. ,,Qbwohl es seit der Ent- 
isee- deckung dieser Substanz jetzt 7 Jahre her sind“ — schreibt im 
yim @ vorigen Jahre Eggleton’), dem man die erste Beobachtung iiber 
ihn- ihre Existenz verdankt*) — ,,ist bis jetzt keine Mitteilung iiber 
ire, einen erfolgreichen Versuch zu ihrer Synthese erschienen, des- 
ufie sleichen sind keine eingehenden Studien iiber ihre chemischen 
ie Kigenschaften angestellt worden.“ 
haf- Tiir die priiparative Gewinnung der Kreatinphosphorsiure aus Mus- 
vird kulatur wurde mit Vorteil von der Wasserléslichkeit ihrer Erdalkalisalze 
i, Gebrauch gemacht, die mit Alkohol fillbar sind, wobei die Neigung zum 
hydrolytischen Zerfall in saurem Medium besonders zu beriicksichtigen ist. 
Ab- s Fiske und Subarrow’) isolierten ein krystallisiertes sekundires Calcium- 
Jm- salz, Lohmann’) ein amorphes Bariumsalz. 
—_ Man schreibt der Kreatinphosphorsiiure folgende Kon- 
all ~~] stitution (I) zu: 
lem Hf 0 
en. /N—PCOH 
faa Ge 
Dr. i U=NA 
TTL \N_CH,—COOH 
len CH, 


1) Uber eine enzymatische Synthese vgl. O. Meyerhof u. H. Leh- 
mann. Naturw. 23, 337 (1935). 


) Erg. d. Enzymforsch. 3, 227 (1934). 
3) J. of Physiol. 68, 155 (1927). 4) J. of Biol. Chem. 81, 629 (1929). 


5) Biochem. Z. 194, 306 (1928). 
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zu deren Stiitzung von Fiske und Subarrow!) auf die Analo ic 
mit anderen, von A. Michaelis”) dargestellten siurelabilen Ami: - 
phosphorsiuren hingewiesen wird; ferner diskutierten Meyer} | 
und Lohmann’) die Titrationskurve sowie das Verhalten bei cer 
hydrolytischen Spaltung unter Zugrundelegung der obigen Forn 

Unter Annahme dieser Konstitution waren fiir die Synthe-c 
im wesentlichen grundsiitzlich zwei Méglichkeiten zn erwiig 
Man phosphoryliert zunichst eine zum Aufbau der Guanid 
sruppe geeignete Verbindung, wie z. B. Cyanamid, Sulfoharn- 
stoff, Methylisothioharnstoff und setzt dann analog den bekannten 
Kreatinsynthesen mit Sarkosin zum phosphorylierten Kreatin um, 
womit zugleich der Sitz des Phosphorsiiurerestes in der Guanid 
sruppe festgelegt wiire; oder Kreatin wird direkt der Phosphory- 
lierung unterworfen. 


’ 


Es sei vorweggenommen, dab der erste Weg bis jetzt niclit 
zum Ziel gefiihrt hat, doch soll iiber einige von zahlreichen in 
dieser Richtung ausgefiihrten Versuchen kurz berichtet sein. 
Phosphorylierungsversuche an Sulfoharnstotf, Methylisothioharn- 
stofi und Guanidin in trockenem Pyridin mit 1 Mol POCIL, fihrten 
zwar zu phosphorsiiurehaltigen Produkten, deren Aufarbeitung 
durch die Abtrennung als wasserlisliche Ca-Salze und Fillung 
mit Alkohol vorgenommen wurde, indes gaben die Analysen der 
mehrfach umgefillten Salze Hinweis auf das Vorliegen von Sub- 
stanzgemischen, deren Trennung noch nicht gelungen ist. Die 
trotzdem vorgenommene Umsetzung des aus Methylisothioharn- 
stoff gewonnenen Phosphorylierungsproduktes mit Sarkosin erga!) 
zwar positiven Kreatintest*) mit Pikrinsiiure; jedoch lieB sich kein 
Anhaltspunkt fiir die Entstehung phosphorylierten Kreatins ge- 
winnen. Ebenso fiihrten Phosphorylierungsversuche nach Neu- 
berg®) in Ca(OH),-suspension nicht zu den gewiinschten Ca-Salzen. 

Die Umsetzung von Sulfoharnstoff mit Diphenyl-chlor-phos- 
phorsiure in wiBrigem Medium unter Alkalizusatz ergab das er- 
wartete Phosphorylierungsprodukt (Il), eine schén krystallisierte 
Substanz vom Schmelzp. 149°, wiihrend unter denselben Reaktions- 
bedingungen der Methylisothioharnstoff lediglich Salzbildung mit 
durch Verseifung entstandener Diphenylphosphorsiiure  zeigte. 


1) J. of Biol. Chem. 81, 629 (1929). 

*) Ber. Chem. Ges. 29, 710 (1896); Liebigs Ann. 326, 129 (1903). 

*) Biochem. Z. 196, 49 (1928). *) O. Folin, Diese Z. 41, 223 (1904 
*) C. Neuberg u. H. Pollak, Biochem. Z. 23, 515 (1910). 
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Uber Kreatinphosphorsiiure. 965 


Analog bildete sich mit Kreatinin das bereits beschriebene di- 
phenylphosphorsaure Salz’). 


H ) 
/N—PLO0—(0,H,) 

H 048 O—(C,H,) 
\NH, 


Die Entschwefelung des Diphenylphosphoryl-sulfoharnstoffs (11) 
mit HgO geht leicht vonstatten, es entsteht aber nicht das freie 
Diphenylphosphoryl-cyanamid, sondern sein gut krystallisiertes 
Merkurisalz. Versuche zur Abspaltung der Phenylreste aus diesen 
Verbindungen unter Erhaltung des Phosphorsiiurerestes im Molekiil 
sind noch im Gange. 

Die direkte Phosphorylerung des Kreatins wurde unter den- 
selben Bedingungen wie bei den vorerwaihnten Kérpern mit POCI, 
in Pyridin versucht. Dabei leB sich, obwohl POCL, nur in molarer 
Menge anwesend war, jedoch nur ein schwer zu reinigendes Calcium- 
salz fassen, dessen Analysenwerte fiir eine Kreatin-diphosphorsiiure 
sprechen, und das leichter wasserléslich ist als das Calciumsalz der 
natiirlichen Kreatinphosphorsiiure. Von Phosphorylierungsversuchen 
mit anderen Phosphorsiiurederivaten, die bis jetzt kein positives 
Resultat zeigten, seien erwihnt solche mit Diiithylchlorphosphor- 
siiure, Athylmetaphosphat, Metaphosphorsiiure, Phosphoroxybromid. 

Die Monophosphorylierung des Kreatins gelang schlieBlich 
durch Kochen von Kreatin in reinem POCI,. Nach der vorsich- 
tigen und méglichst vollstandigen Entfernung des iiberschiissigen 
POC], im Vakuum wurde die Isolierung der gebildeten Kreatin- 
phosphorsiure als Calciumsalz in enger Anlehnung an die yon 
Fiske und Subarrow?) fiir die natiirliche Kreatinphosphorsiure 
ausgearbeiteten Vorschrift vorgenommen. Es zeigten sich dabei 
keinerlei Abweichungen im Verhalten von den Literaturangaben: 
nach mehrmaligem Umfillen des Calciumsalzes aus Wasser— 
Alkohol krystallisiert es spontan in schénen Nadelbiischeln, wie 
Fig.1 zeigt. Ein einziges Mal wurde allerdings an einem Priiparat 
eine etwas andere Krystallform beobachtet, niimlich tafelfoérmige 
Gebilde, die zu Drusen verwachsen waren, doch ergab die Analyse 
wie im Normalfall gut stimmende Werte auf ein Di-calciumsalz. 
Auch die Titrationskurve stimmte mit der in Fig.2 wiedergegebenen, 
abgesehen von einer geringen Verschiebung ins Alkalische, iiberein. 


1) R.A. Kekwick u. G.M.Richardson, J.Chem.Soc. Lond. 2047 (1932). 
*) A. a. O, 
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Fiske und Subarrow (a.a.Q.), die ihre Priiparate kurz ith. 
konz. H,SO, trockneten und dann an der Luft konstant werd: 
lieBen, berichten iiber einen Krystallwassergehalt von 4 Mole 
wir trockneten unsere Priiparate iiber P,O, und erhielten nac\; 
dem Konstantwerden an der Luft Werte fiir 3 Mol Krystallwass: 
bei dem Praparat mit abweichender Krystallform fiir etwa 2 Mole 





Fig. 1. Sekundiires Ca-Salz 
der synthetischen Kreatinphosphorsaure. 


Trotz dieses Unterschiedes im Krystallwassergehalt, der durch 
die Art der Trocknung bedingt sein konnte, sprach das mit 
den Literaturangaben iibereinstimmende Verhalten bei der Auf- 


arbeitung (Loslichkeit, Krystallisationsart usw.), sowie die auf 


Kreatinphosphorsiiure-dicalciumsalz stimmenden Analysenwerte 
zuniichst fiir eine Identitit mit dem Naturprodukt. 

Die Messung der Hydrolysengeschwindigkeit sowie die Auf- 
nahme der Titrationskurve ergab aber, daB® es sich bei dem syn- 
thetischen Produkt um ein Isomeres der natiirlichen Kreatin- 
phosphorsiure handelt. Die Spaltungsgeschwindigkeit der synthe- 
tischen Kreatinphosphorsiiure in saurem Medium ist wesentlich 
geringer als die der natiirlichen, ferner fehlt der stark beschleu- 
nigende EinfluB von Molybdat, der von Lohmann?) als besonders 
charakteristisch fiir die natiirliche Kreatinphosphorsiiure gefunden 


1) Der geringere Wassergehalt ist nicht etwa durch eine Kreatinin- 
bildung zu erkliren, denn bei der kurz dauernden schwach alkalischen 
Hydrolyse in der Hitze, die zur Abspaltung des Phosphorsdurerestes geniigt, 
ist kein Kreatinin nachweisbar. 

*) Biochem. Z. 194, 306 (1928). 
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Uber Kreatinphosphorsiure. 


Reaktionskonstante auf den 16fachen Betrag ‘iuBert. Beim syn- 
thetischen Produkt ist die Beschleunigung nur verhiltnismibig 
ring. Tab. 1 gibt vergleichend die Daten iiber -die Siure- 





hydrolyse der beiden Kreatinphosphorsiiuren wieder. 
Tabelle 1. 
Auf- 
gespalten k') 
"lo 
Natiirliche Kreatinphosphorsiure. 
ba-Salz in n-HCl, 18°, 30 Min. ?) a 17,6 2.8-1073 
- -" - 18° + n/10-Molybdat, 30 Min. 95,0 43,5-107 3 
Ca-Suls ,, 0,5m-HCl, 22°, 1°95 ......64. 31,3 2,7-107° 
Synthetische Kreatinphosphorsiiure. 
Ca-Bals in n-HCi, 18°, 30 Mim. . .... 2... 5,2 7,7-10-4 
is > Af a ae ae ae ae 19,1 7,2-10~4 
~— * 18° + n/10-Molybdat, 30 Min. 9,9 15-107" 


Der Vergleich der Titrationskurven (vgl. Fig. 2) ist von Inter- 
esse, weil er zur Diskussion der Isomerieverhiiltnisse bei den 
Kreatinphosphorsiuren fiihrt. Die Buchstaben d, e, f verweisen 
nach Meyerhof und Lohmann auf drei Dissoziationsstufen der 
natiirlichen Kreatinphosphorsiiure, wobei aber die Existenz der 
dritten (entsprechend d) noch offen gelassen wird. a, f, y, 0 
bezeichnen die Dissoziationsstufen der neuen Verbindung; «@ ent- 
spricht einem pKs = 3,75, @ einem pKs, = 6,80. Die beiden 
anderen Werte sind aus dem Kurvenverlauf nicht genau zu er- 
mitteln, da sie zu nahe beieinander liegen. Da es sich aber 
um zwei Dissoziationsstufen handelt geht aus dem Verlauf der 
Kurve hervor, die sich weiter ins Alkalische erstreckt, als es bei 
Vorhandensein nur einer Dissoziationsstufe der Fall sein wiirde. 
Die Verhiltnisse in diesem Gebiet wiiren zweifellos bei Verwen- 
dung konzentrierterer Liésungen schirfer zu erfassen, doch waren 
solche infolge der geringen Léslichkeit der getrockneten Ca-Salze 
nicht zugiinglich, y kann ungefihr einem pK-Wert bei p,, 9, 8, 
) bei 11,3 entsprechen. 


. 1 a , ; 
1) Reaktionskonstante / =  % log — (¢ in Min.). 
a-2 
*) Werte nach K. Lohmann, Biochem. Z. 194, 324 (1928). 


8) Werte nach C. H. Fiske u. Y. Subarrow, J. of Biol. Chem. §1, 
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wurde, und der bei n/10-Molybdat sich in einer Erhéhung der 
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Nimmt man nun fiir die natiirliche Kreatinphosphorsiiu:e 
die Formel (I) (S. 263) an, so bliebe, wenn man die sehr weniy 
wahrscheinliche Méglichkeit einer Substitutionsisomerie zwischen 
der Imino- und Aminogruppe auBer acht laiBt, fiir die neue 
Siiure die Annahme einer anhydridartigen Verkniipfung der Phos- 
phorsiure mit der Carboxylgruppe, die immerhin grundsiitzlich 
moglich sein kénnte. Damit liebe sich aber nicht das Vorhanden- 
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Fig. 2. 
“---- Titrationskurve der natiirlichen Kreatinphosphorséure (3,33-10-? molar) ?), 
Titrationskurve der synthetischen Kreatinphosphorsiure (2,5-10-—* molar). 


sein von vier Dissoziationsstufen vereinbaren, weil in diesem Fall 
nur noch zwei Siiuregruppen der Phosphorsiure und die Basengruppe 
des Guanidorestes frei wiren. Andererseits macht die Deutune 
der ‘Titrationskurve der natiirlichen Kreatinphosphorsiure unter 
Zugrundelegung der Formel (I) gewisse Schwierigkeiten, insofern 
als von den méglichen vier Dissoziationsstufen (drei Siiuregruppen 
des Phosphorsiurerestes und der Carboxylgruppe, eine Basen- 
sruppe im substituierten Guanidorest) nur zwei (pKg 2,7 und 4,5) 


') O. Meyerhof u. K. Lohmann, Biochem. Z. 196, 66 (1928). 
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dure mit Sicherheit festgestellt sind. Auch fehlt die Abschwichung 
enig der ersten und zweiten Dissoziationsstufe des Phosphorsiure- 
shen restes gegeniiber der freien Phosphorsiiure (pKs, = 2,0, pKs, = 6,85), 
neue die sowohl bei der Aminophosphorsiiure als auch bei der Arginin- 
hos- phosphorsiure!) durch die Verkniipfung mit dem basischen Rest 
hich eintritt. Bei der Kreatinphosphorsiiure ist im Gegensatz dazu 
den- eine betriichtliche Verstiirkung der zweiten Siiuredissoziation zu 


verzeichnen. Auf diese Gegensiitze weisen auch Meyerhof und 
Lohmann bereits hin. 

Leichter wiire es, die Kurve der neuen Siure mit Formel | 
in Kinklang zu bringen. @ entspriiche der Carboxylgruppe, 3 und y 
oder 0 der stark abgeschwiichten ersten und zweiten Phosphor- 
siiuredissoziation und 0 oder y der ebenfalls durch die Substitution 
abgeschwiichten Basendissoziation des (Guanidorestes. Es_ soll 
hier nicht versucht werden, auf Grund der Titrationskurven End- 
giiltiges tiber die Konstitution auszusagen, da einerseits vielleicht 
noch andere unerwartete Isomerieverhiiltnisse méglich sind und 
andererseits grundsiitzliche Verschiedenheiten im Bau der natiirlich 
vorkommenden Phosphagene vom biologischen Standpunkt schwer 
zu verstehen wiren. Immerhin mag aber auf Grund der Synthese 
einer isomeren Kreatinphosphorsiure die Konstitutionsfrage neu 
sestellt werden; wir hoffen durch unsere fortgefiihrten Versuche 
weitere Beitriige zur Klirung der Frage bringen zu kénnen. 


Versuche’). 

Umsetzung von Sulfoharnstoff mit Diphenylchlorphosphorsaure 
(A.Spassow). Eine Lésung von 0,8g Sulfoharnstoff in 2 cem Wasser wird zu- 
niichst mit einer iquivalenten Menge (2,7 g) Diphenylchlorphosphorsiure, dann 
unter gelindem Erwiirmen portionsweise mit 30 °/, iger Natronlauge bis zur eben 
bestiindigen. LLackmusbliiuung versetzt. Unter Selbsterwirmung verschwindet 
allmiihlich das Ol und beim Abkiihlen wird die ganze Masse fest und 
krystallinisch. Nach dem Auswaschen mit Ather wird der (Diphenylphos- 
phoryl)-sulfoharnstoff aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. Prismen, léslich 


Fall in organischen Solventien, schwer lislich in Wasser. Schmelzp. 149° (un- 
| korr.). Zur Analyse bei 80° im Vakuum getrocknet. 

hall 4,880 mg Subst.: 9,080 mg CO,, 1,855mg H,O. — 4,092 mg Subst.: 

une 0,324 cem N (17°, 7222 mm). — 6,435 mg Subst.: 4,705 mg BaSO,. — 2,361 mg 

nter F Subst.: 0,265 mg P. 

fern C,3H,,0,N,SP 

pen Ber. C 50,61 H 4,25 N 9,09 S 10,40 P 10,07 

sen- Gef.  ,, 50,75 w Zo » 8,85 », 10,04 » 9,90. 

4,5) ') O. Meyerhof u. K. Lohmann, Biochem. Z. 196, 68 u. 69 (1928). 


*) Fiir die Mithilfe bei den Versuchen bin ich den Herren O. Lau- 
bereau, A.Spassow u. M.Speitmann zu groBem Dank verpflichtet. 
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Entschwefelung des (Diphenyl-phosphory]l)-sulfoharnstoffs. 1) » 


alkoholische Auflésung der Substanz wird mit iiberschiissigem frisch | 
reitetem und ausgewaschenem HgO unter vorsichtigem Erwirmen auf : 
etwa 20 Minuten geschiittelt, wobei sich Quecksilbersulfid bildet. Na» 
dem Filtrieren wird mit Wasser versetzt, worauf sich das Merkurisalz ¢ 
(Diphenyl-phosphoryl)-cyanamids in Form verfilzter Nidelehen abscheid. 
Die Substanz wird aus Alkohol, der nur gelinde erwiirmt wird, unter Wass: 
zusatz umkrystallisiert. Schmelzp, 135° (unkorr.), Léslich in organiscl: 
Solventien, schwer léslich in Wasser. Das Quecksilber wurde qualitatiy 
durch Erhitzen des in saurer Lésung erzeugten Sulfidniederschlags mit Sods 
und mikroskopische Beobachtung der destillierten Quecksilbertrépfehen 
nachgewiesen. Die quantitative Bestimmung erfolgte mittels der Goldfolic 
nach A. Meixner und EF. Krécker'). Zur Analyse bei Zimmertemperatu: 
im Vakuum getrocknet. 


4,875 mg Subst.: 7,440 mg CO,, 1,260 mg H,O. — 3,572 mg Subst.: 
0,252 cem N (22°, 716 mm). — 4,332 mg Subst.: 1,145 mg Hg. 
C.,H,,O,N,P,Hg Ber. C 41,47 H 2,70 N 7,51 Hg 26,85 
Gef. ,, 41,62 »» 2,89 », 7,69 5, 26,43. 


Diphenylphosphorsaures Salz des Methylisothioharnstoffs. Die 
Bedingungen zur Bildung dieses Salzes waren dieselben, wie oben fiir die 
Umsetzung von Sulfoharnstoff mit Diphenylchlorphosphorsiiure. beschrieben. 
Das Salz krystallisiert in zentimeterlangen derben Nadeln vom Schmelzp. 170° 
(unkorr.), die sich sechwer in Wasser, gut in organischen Solventien liésen. 
Mit Lauge oder Siéure tritt Zersetzung ein. Umkrystallisiert wurde aus 
Alkohol-Wasser. Zur Analyse bei 80° im Vakuum getrocknet. 


4,600, 5,085 mg Subst.: 8,370, 9,180 mg CO,, 2,08, 2,320 mg H,O, 


8,808 mg Subst.: 0,281 cem N (21°, 720 mm). — 3,643 mg Subst.: 2,490 mg 
BaSO,. — 2,489 mg Subst.: 0,22 mg P. 
C,,H,,0,N,SP 
Ber. C 49,37 H 5,04 N 8,23 S 9,43 P 9,12 
Gef. ,, 49,24, 49,62 » 9,10, 5,06 ~ Bll »» 9,39 », 8,90. 


Phosphorylierung von Kreatin in Pyridin. Zu einer Suspension 
yon 1,3 ¢ wasserfreiem Kreatin in 10 ccm wasserfreiem Pyridin, die auf 
- 5° abgekiihlt ist, wird tropfenweise eine fiquivalente Menge POC], (1,54 ¢ 
in 5 cem Pyridin einflieben lassen. Nach einiger Zeit entsteht cine dunkel 
rote Lisung, die 2 Stunden bei 40° erwiirmt wird. Nach Abkiihlung aut 
— 5° wird mit einer verdiinnten gekiihlten Ca(OH),-Suspension bis zur deut 
lichen Lackmusbliuung neutralisiert, wobei nur wenig Niederschlag ent 
stehen soll. Nach dem Filtrieren wird mit der 4 fachen Menge absoluten 
Alkohol gefillt, zentrifugiert und mit Alkohol auf der Zentrifuge ausgewaschen. 
Der bei gewoéhnlicher Temperatur getrocknete gelb gefirbte Riickstand wird 
durch mehrmaliges Umfiillen aus Wasser-Alkohol unter Zugabe von Tier 
kohle zur wiibrigen Lésung und Schiitteln gereinigt, wobei sich schwac! 
gefiirbte bis farblose amorphe Priiparate ergeben. Die trocknen Priiparate 
lésen sich leicht in Wasser und fallen nur mit viel Alkohol einigermaBe: 


1) Mikrochem. 5, 120 (1927). 








Kr 


1 OC 
hit. 
vel 
lic] 
abe 
riel 
ver 
bis 
Lo: 
we} 
LD | 
ein 
ein 
alk: 
mit 
der 
aus 
gee 
der 
Pro 


greg 
Kry 
seh 
auf 
stof 
hatt 
pho 
spel 
siiur 
Der 
Sulf 
Tak 
von 

Ange 
meti 
zur 
Ca-] 
best 











































Die 
die 
ben. 
170 
Sen. 
aus 


y) 


Je 


$100 


auf 


D4 9 


ike] 


aut 


leut 
ent 
ifen 
hen. 
wird 
Lier 
vac! 
irate 


Be: 





Uber Kreatinphosphorsiiure, 


yollstiindig wieder aus. Ausbeute nach 3maligem Umfiillen etwa 20°/, des an- 
cewandten Kreatingewichts. 

In einem Priiparat wurden Phosphor und Kreatin kolorimetrisch be- 
stimmt: P = 13,87°/,; Kreatin = 27,75°/,; Atom- bzw. Molverhiltnis P: 
Kreatin = 2,13: 1. 


Phosphorylierung von Kreatin in reinem POC], (O.Laubereau). 
100g POCI, werden unter sorgfiltigem FeuchtigkeitsausschluB zum Sieden er- 
hitzt und 0,4 g reines Kreatin eingetragen. Hierauf wird noch 45 Minuten im 
velinden Sieden erhalten, dann das POC], unter FeuchtigkeitsausschluB még- 


_ 


lichst rasch und vollstiindig bei einer Wasserbadtemperatur von nicht iiber 35° 
abdestilliert. Der Kolbenriickstand wird 3—4 mal mit absolutem Ather ver- 
rieben und dekantiert, bis der Geruch nach POCI, verschwunden ist. Man 
versetzt nun unter Eis-Kochsalzkiihlung mit 10 cem eiskalter etwa 2 n-NaOH 
bis zur Phenolphthaleinrétung, wobei sich der Kolbenriickstand list. Die 
Lésung soll stets schwach alkalisch sein, eventuell mub nachneutralisiert 
werden. Nach dem Verdiinnen mit 30 cem stark gekiihltem Wasser werden 
id cem 20°/,ige mit reinem Kalk gesiittigte CaCl,-Lésung zugegeben, wobei 
ein Niederschlag von anorganischem Phosphat auftritt. Jetzt wird durch 
cin mit wenig Kieselgur imprigniertes Filter gesaugt und das klare, schwach 
alkalische und eiskalte Filtrat, dessen Volumen nunmehr etwa 70 cem betriigt, 
mit dem 2—3fachen Volumen eiskalten Alkohols versetzt. Dabei fillt, in 
der Regel noch amorph, das rohe sekundiire Ca-Salz der Kreatinphosphorsiiure 
aus, dessen weitere Reinigung genau nach der von Fiske und Subarrow’) 
gegebenen Vorschrift fiir die natiirliche Kreatinphosphorsiiure erfolgt. In 
der Regel geniigt 4—5 maliges Umkrystallisieren, die Ausbeute an reinem 
Produkt betriigt bis zu 10°/, d. Th. 

Im folgenden sind die Analysenresultate zweier Reinpriiparate wieder- 
gegeben. Zweites ist das oben erwiihnte Priiparat mit der abweichenden 
Krystallform; zur Berechnung der Prozentgehalte wurde hier ein Wasser- 
gehalt von 2,37 Mol angenommen, entsprechend einem Mol.-Gew. von 292, 
auf das die erhaltenen Analysenwerte befriedigend stimmen. Die Stick- 
stoff bestimmungen wurden nach Kjeldahl ausgefiihrt, nachdem sich gezeigt 
hatte, dab die Werte nach Dumas etwas zu niedrig ausfielen. Die Phos- 
phorwerte wurden, wie auch bei den oben aufgefiihrten Analysen, durch 
spektrophotometrische Messung der mit Molybdat und Aminonaphtholsulfo- 
siiure entstehenden Blaufiirbung nach den Angaben von Teore]]?) ermittelt. 
Der Calciumgehalt wurde durch Messung der Farbschwiichung des Fe- 
Sulfosalicylsiiurekomplexes durch das Oxalation nach Jendrassik und 
Takacs*) bestimmt, wobei mit Riicksicht auf die gleichzeitige Anwesenheit 
von Phosphorsiiure die Ca-Oxalatfillung unter den von Fiske und Logan’) 
angegebenen Bedingungen (py, 5) vorgenommen wurde. Fiir die photo- 
metrischen P- und Ca-Bestimmungen stand ein Zeisssches Stufenphotometer 
zur Verfiigung, mit dem auch durch eine Reihe von Testversuchen fiir die 
Ca-Bestimmungen eine Eichkurve aufgenommen wurde. Die Kreatin- 
bestimmung erfolgte, mit reinsten Substanzen, nach Folin’). 

1) J. of Biol. Chem. 81, 692 (1929). *) Biochem. Z. 230, 1 (1931). 

3) Biochem. Z. 275, 200 (1934). 4) J. of Biol. Chem. 93, 211 (1931). 

5) Diese Z. 41, 223 (1904). 





972 Karl Zeile, Uber Kreatinphosphorsiure. 


Die Analyse der lufttrocknen Priiparate ergab folgende Werte: 

1. 4,570 mg Subst.: 2,650mg CO,, 1,820 mg H,O. — 5,505 mg Subst 
5,428 cem n/100-HCl. — 2,498 mg Subst.: 0,265 mg P. — 2,197 mg Subst 
0,295 mg Ca. — 5,138 mg Subst.: 2,24 mg Kreatin. 

C,H,0;N,PCa-3H,O (Mg 303, 246) 
Ber. C 15,82 H4,65 N 13,85 P 10,22 Ca13,20  Kreatin 43, 


Gef. ,, 15,81 ,, 4,46 ,, 13,80 ,, 10,60 ,, 18,40 a We 


2. 4,710 mg Subst.: 2,875 mg CO,, 1,785 mg H,O. — 5,547 mg Subst 
5,625 cem n/100-HCl. — 2,513 mg Subst.: 0,265 mg P. — 2,052 mg Subst 
0,281 mg Ca. — 5,140 mg Subst.: 2,34 mg Kreatin. 

C,H,O,N,PCa- 2,37 H,O (Mg 292) 
Ber. C 16,40 H 4,41 N 14,39 P 10,60 Ca 18,68 Kreatin 44,) 


Gef. ,, 16,65 »» 4,24 », 14,20 », 10,55 » 18,70 ‘4 45,), 


Zur Messung der Hydrolysengeschwindigkeit wurde nach Lohmann 
(vgl. Tab. 1) verfahren. Die Aufnahme der Titrationskurve sowie die Be- 
rechnung der Dissoziationskonstanten geschah wie be: Meyerhof und 
Suranyi’). Die 2,5-10-% molaren Ca-Salzlésungen der Kreatinphosphor- 
siiure (Analysenpriiparat 1) wurden mit n/50-Salzsiure, bzw. Natronlauge 


titriert. 


') Biochem. Z. 178, 427 (1926). 
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Ist das Heparin eine Chondroitinpolyschwefelsdure? 
Von 


Adolf Schmitz. 


(Der Schriftleitung zugegangen am i4. August 1935.) 








Da ich durch anderweitige Arbeiten in Anspruch genommen bin, sei 
es mir gestattet, vorliufig nur kurz zu einer Mitteilung von E. Jorpes’): 
,Das Heparin — eine Chondroitinpolyschwefelsiure“ Stellung zu nehmen. 

In den letzten Monaten hatte ich Gelegenheit, aus Heparin ,,Kahl- 
baum“ hochgereinigte Heparinpriiparate herzustellen. Das genannte Aus- 
gangsprodukt, das gewéhnlich 20—30 Heparineinheiten/mg enthilt, wurde 
durchweg bis zu rund 1000 H. E./mg angereichert*). Zur Darstellung dieser 
reinen Priiparate verfuhr ich im Prinzip nach dem etwas modifizierten, 
friher von Fischer und mir’) in Kopenhagen ausgearbeiteten Verfahren, 
wobei als letzte Stufe die freie Siure aus dem Bleisalz gewonnen wird. 
Alle diese von mir hergestellten Priiparate geben weder direkt in salzsaurer 
Lésung noch nach Hydrolyse mit konzentrierter Salpetersiiure eine Barium- 
sulfatfillung oder -triibung. Das von mir hergestellte Heparin ent- 
hilt keine Schwefelsiure. 

Der Aschegehalt meiner Priiparate betriigt nicht wie bei denen von 
Jorpes 40°/,, sondern héchstens 4—5°/, und liBt sich durch Umfiillen 
weiter herabsetzen. Es sei auch bemerkt, da8 mein Priiparat kein Hydro- 
chlorid gibt wie das von Scott und Charles‘). 

Da an den Analysenergebnissen von E. Jorpes nicht zu zweifeln ist, 
bleibt nur die Annahme, da8 Derivate von Heparin entweder in den Organen 
vorkommen oder je nach der Arbeitsweise zur Isolierung sekundir gebildet 
werden oder sogar, daB eine ganze Gruppe gerinnungshemmend wirkender 
Substanzen im Organismus existiert. Den verschiedenen von den einzelnen 
Autoren erhaltenen Substanzen (Howell, Schmitz und Fischer, Scott 
und Charles, Jorpes) scheint aber als Kernsubstanz eine Monocarbon- 
siiure von Polysaccharidcharakter zugrunde zu liegen. 





1) KE. Jorpes, Naturw. 23, 196 (1935). 

*) Die Heparineinheit wurde nach der kiirzlich yon mir angegebenen 
Methode [Diese Z. 234, 216 (1935)] bestimmt. 
5) A. Schmitz u. A. Fischer, Diese Z. 216, 264 (1933). 
*) D. A. Scott u. A. F. Charles, J. of Biol. Chem. 102, 437 (1938). 
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a “ig. : b 
a) Warze durch 1°/, Benzpyren, hb) Warze durch 0,1°/, Benzpyren 
69 Tage nach Versuchsbeginn. 124 Tage nach Versuchsbeginn. 


Fig. 3.) Warzen und Carcinom beim Kaninehen, Fig. 4. Epitheliom und kleine hyperkeratotische 
erzeugt durch 0,3°/,ige Benzpyrenlésung, Warze nach Pinselung mit 1,2- Benzcarbazol, 
378 Tage nach Versuchsbeginn. 296 Tage nach Versuchsbeginn. 


Hoppe-Sevler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CCXXXVI, Tafel I. 
Zu .O. Schiirch und A. Winterstein, 


Uber die krebserregende Wirkune aromatischer Kohlenwasserstoffe’.  (S. 79.) 
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Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CCXXXVI, Tafel II. 
Zu ,,O. Schiirch und A. Winterstein, 


Uber die krebserregende Wirkung aromatischer Kohlenwasserstoffe’. (Seite 79.) i 
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